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Linh vwe ki thuét dwge dé cap

Sang ché dé cap dén ché phim té hop mai, trong d6 hoat chat tagitinin C (TC) phan
lap tir 14 cuc quy Tithonia diversifolia (Hemsley) A.Gray dugc gan lén bé mat cua thanh
phdn mang hoat chét t6i dich 1 graphen chdm luong tir, nhim lam nguyén liéu trong san
xuit duge pham diéu tri ung thu huéng dich, dat hiéu qua cao trong ngan ngira va tic ché
khéi u phat trién, an toan v6i té bao thuong, ddng thai co gia thanh thap. Pong thoi. sang

ché dé cap dén phuong phap san xuit ché pham nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Trong s6 cac loai bénh, ung thu ludn la mbi quan tdm trén toan cdu. Theo WHO.
nam 2008 thé gi¢i c6 12,6 triéu ngudi mic ung thu, trong d6 c6 7,5 tridu ngudi ti vong.
DPén nam 2015, ¢6 khoang 90,5 tri€u nguoi bi ung thu. Mobi nam c6 14,1 triéu nguoi mac
moi. trong do, to vong 8,8 triéu (15,7%), véi khoang 70% céc ca ti vong do ung thu xay
ra & cac nudc ¢ thu nhap thap va thu nhép trung binh. Nguyén nhan chii yéu la céc ligu
phap diéu tri ung thu trong d6 c6 cac thude chdng ung thu thuong doi hoi chi phi san xuat
rit 16n kéo theo gia thanh san pham cao khién cho cac bénh nhan nghéo khong c6 diéu kién
chita tri. Piéu dang néi la 30% sb ca bénh ung thu ¢6 thé chira duoc néu duoc ap dung céc
bién phap vy té kip thoi.

Trong s6 185/204 qubc gia c6 bao cao théng ké vé tinh hinh bénh ung thu (theo
GLOBOCAN, ndim 2020), Viét Nam xép thir 91/185 vé ty suit mac mdi va thir 50/185 vé
ty sut tir vong trén 100.000 ngudi. Thir hang nay twong tng ctia nam 2018 1a 99/185 va
56/185. Tinh hinh nay ciing tuong tw véi nhidu qubc gia trén thé gidi, trong dé cé cac quoc
gia phat trién nhu Anh, Phap, Y, Nhat Ban, Han Qudc, Thai Lan, Hoa K¥ (Nguon: B6 Y
7%).

C6 nhiéu phuong phap diéu tri ung thu, nhu phau thuét, xa tri, héa tri, mién dich...
Nhing nam gan ddy c6 thém liéu phap nham trang dich, duoc danh gid rat hiéu qua, giup
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bénh nhan kéo dai sy sdng. Pay 1a phuong phap tri ung thu bang cach ubng thudc. Mdi loai
ung thu s€ co loai thudc dich khac nhau. Khéc véi diéu tri béng héa chét, tia xa, khi vao co
thé, thudc dich chi tiéu diét cac t& bao ung thu ma khong lam tdn thuong céac té bao khoe
manh. Khéi u bi ngdn chdn sy phat trién, ngung lan rong, tham chi tiéu bién. Mic du vay,
qué trinh diéu tri ung thu thuong kéo dai va t6n rat nhidu chi phi. Vi thé, tim kiém cac ché
phdm ngan ngira va didu tri ung thu hiéu qua, c6 gia thanh thap nham giam ganh nang kinh
té cho bénh nhan ung thu 12 nd lyc chung cia cac nha nghién ctru y duge hoc trén toan thé
gidi.

Déi voi huong nghién ciru vé cac hoat chat hd tro diéu tri ung thu ¢ ngudn gde tir
tu nhién, cAc tic gia cia sang ché nay da phat hién ra rang cao chiét tir 14 ctic quy Tithonia

diversifolia (Hemsley) A.Gray, c6 hoat tinh chong ung thu (Vi Thi Thu Ha va cong su.

I3
140

Bang doc quyén Giai phap hitu ich s6 1489 - Phuong phép san xuat cao chi
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(Tithonia Diversifolia (Hemsley) A. Gray) c6 hoat tinh chong ung thu, Quyét dinh s6
5429/QD-SHTT ngay 24/01/2017). Tithonia diversifolia (Hemsley) A.Gray, thudc ho cuc
(Asteraceae) la mot cay thube cd truyén ctia chau My hién nay da duoc tu nhién hoa, moc
pho bién & rat nhiéu noi & Viét Nam, dac biét 13 & ving Tdy Nguyén va Tay Bac (ciy c6
tén goi 1a clic quy hay con goi da quy, son quy bién diép, quy dai, huéng duong dai. huéng
duong Mexico, ctc Nitobe). Theo do, cao chiét duoc diéu ché dua trén co so dich chiét
giau cac hop chét sesquiterpen lacton, trong d6 ham lugng tagitinin C nam trong khoang
25 — 40% khdi luong. Trén cac dong té bao ung thu co (RD), ung thu vi ngudi dang di cin
(MCF-7), ung thu phdi ¢ nguoi (A549), ung thu da day (HGC-270), ché pham thé hién hoat
tinh chéng ung thu manh véi gid tri IC50 lan luot 12 0,096, 0,44, 0,22 va 0,3 1pug/ml. Gia tri
IC50 cta dbi chung duong elipticin (ellipticine) trong cac thir nghiém tuong tmg 13 0.31,
0,48, 0,44 va 0,42 pg/ml. Trude do, cac tac gia ciing dé xuit quy trinh phan 14p tagitinin C
tir 14 cue quy (Vi Thi Thu Ha va cong su, Bang doc quyén Giai phdp hitu ich s6 1813 - Quy
trinh phan lap tagitinin C tr 14 cuc quy (7Tithonia diversifolia), quyét dinh s6 55250/Qb-
SHTT ngay 06/08/2018). Nhu vdy, co thé thdy, hoat chét tagitinin C tir 14 ctic quy 1a mot
loai nguyén liéu day tiém nang dé san xuét duoc pham diéu tri ung thu voi hiéu qua cao.
pho diéu tri rong va c6 gid thanh thap, do duoc san xuat mot cach don gian va dé dang tir
ngu611 nguyén liéu rat sin c6, d& thu hai & Viét Nam.
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Tagitinin C da dugc biét dén c6 nhidu tiém nang vé dugc chit béi cac dic tinh sinh
hoc va dugc 1y nhu khang khuén, chdng viém, chdng ky sinh tring, sét rét va chong ung
thu. Mot s6 nghién ciru da chi ra rang nhém chirc o-metylen-y-lacton (aMyL), cAu tric
vong ¢6 chira oxy cung nhom chirc carbonyl 1a nhom chinh tao nén hoat tinh sinh hoc cua
tagitinin C. Céc nghién ctru vé hidu qua cla cic sesquiterpenlacton chira nhém xeton o, B-
chwra bdo hoa thay vi nhom aMyL dbi véi viéc gdy chét té bao ung thu goi y rang nhom
chire chinh quyét dinh hoat tinh 1a thanh phdn carbonyl chua bdo hoa ¢6 trong nhém aMyL
chtr khong phai ban than nhom lacton. Nghién clru nay ciing cho thay cac phan ti c6 ca
nhom aMyL va nhém xeton a,B-chua bao hoa c6 hoat tinh gy doc té bao cao nhat. Sy ving
mat ciia cac nhoém xeton a,B-chua bao hoa trong tagitinin C khong cai thién hodc lam giam

hoat tinh gy doc té bao ciia né déi vdi cac té bao ung thu (HL-60). Mot s6 nghién ciru ciing

o
=

do hoa cé hoat tinh

[

chi ra rang dan xuit cta tagitinin C chi ¢6 mot nhom xeton a.p-chwa
twong tu voi tagitinin C ¢6 chira ba nhom xeton a,p-chua bdo hoa, nhém hydroxyl (-OH)
va este khong c6 vai trd v& hoat tinh sinh hoc trong tagitinin C ddi véi céc té bao ung thu,
Ngoai ra trong hdu hét cac truong hop, viée dwa nito vao vi tri B ctia tagitinin C ¢6 thé tao
ra mot thé lién két hydro bd sung va kiém so4t tinh chon loc cia tim lap thé duogc hinh
thanh. Piéu nay c6 thé lam cho cic din xudt méi tang kha ning hoa tan trong nudc. cai
thién dac diém duoc dong hoc va duy tri hodc tham chi tang hoat tinh sinh hoc ctia cac phan
t0r ban dau.

Tuy tagitinin C ¢6 hoat tinh sinh hoc cao trong didu tri ung thu, nhung céac két qua
nghién ctru ctia nhom tac gia cling cho thiy nhugc diém ciia hoat chét tagitinin C 1a khong
¢6 tinh chon loc cu thé véi té bao ung thu, nff)ng do diéu tri cuc bd thép va ¢6 doc tinh trén
té bao thuong cao, tuong tu nhu cac hoat chit chong ung thu khac. Do do, can thiét phai
tao ra ché pham trén co so tagitinin C phan l4p tir 1a ctic quy c6 hoat tinh khéang ung thu
cao nhung an toan d6i voi cac té bao thudng, nham 1am nguyén liéu dé san xuat duge pham
diéu trj ung thu hiéu qua cao, an toan, c6 gia thanh thép.

Graphen chim lwong tir (GQDs), mét loai vat liéu nano phéat quang khong chiéu
(0D) méi, 1a nhitng manh graphen du nho dé c6 thé gy ra sw gidi han kich thich trong cac
hat 3-20 nm va hiéu ung kich thuéc lugng tir. La mot thanh vién cua ho graphen va vat lidu
nano carbon, GQDs ¢6 mdt sb 1oi thé so v6i cac hat nano khac trong tmg dung phin phéi
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thudc do ddc tinh thap, ty 1¢ bé mat/thé tich 16n va kha nang chirc ning hoa bé mit 16n
(Pardo et al. 2018, Chong et al. 2014). So véi cac dang chit mang nano truyén thong khac.
ching han polyetylen glycol (PEG), GQDs c6 thé cung cip nhidu vi tri lién két hon va cai
thién kha ning hip thu t& bao (Some ez al. 2014). So v6i cac cham luong tir kim loai 6
kich thuéc tuwong tu, GQDs thé hién cac dic tinh vuot troi nhu hiéu ung giam gilr luong tu,
doc tinh trong dbi thip, do khong chtra cac thanh phan kim loai. Chang han, curcumin dugc
mang trén GQDs cho hoat tinh khang khuan va chdng ung thu hiéu qua cao so véi GQDs
va curcumin riéng r&; hodic GQDs ¢6 kha ning mang thude chong ung thu wa nudc ¢6 chira
vong thom, nhu DOX va CPT véi tai lugng cao (Alani et al. 2020).

Tuy nhién, cho dén nay ché phim té hop chira tagitinin C duge gin trén vat liéu
mang thudc néi chung va vat lidu graphen chdm lugng tir (GQDs) ndi riéng, chua tirng duge
biét dén va chua c6 tai liéu nao dé cap dén ché pham t6 hop nay.

Ban chét k§ thuét ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a d& xuit ché phdm hitu dung dé diéu tri ung thu hudng dich.
dat hiéu qua cao trong ngin ngira va trc ché khdi u phat trién, an toan véi té bao thuong,
dong thoi co gia thanh thap.

Muc dich khéc ciia sang ché 12 dé xudt phuong phap san xuat ché pham nay.

Pé dat duoc cac muc dich néu trén, theo khia canh tht nhét, sang ché dé xuét ché
pham t6 hop chira

(i) thanh phan hoat chét 14 tagitinin C phan lap tir 14 ctic quy, va

(ii) thanh phin mang hoat chét t6i dich 12 graphen chdm lugng tir (GQDs) da dugc
bién tinh bé mat.

Theo mot khia canh cu thé, sang ché dé xuét ché phém td hop chura:

hoat chét tagitinin C (TC) phan lap tir 1a ctc quy Tithonia diversifolia (Hemsley)
A.Gray duogc gin 1én bé mit cta thanh phan mang hoat chat t¢i dich 1a graphen chdm luong
& (GQDs) duoc bién tinh bé mat, c¢6 hoat tinh khang ung thu cao nhung an toan dbi voi
cac té bao thuong, 1am nguyén liéu trong san xuat duge pham diéu tri ung thu hiéu qua cao.
an toan, co gia thanh thép.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé xuat phuong phap san xuat ché pham t6 hop

chira hoat chét tagitinin C (TC) va graphen chdm lugng tir (GQDs) dugc bién tinh bé mat
4
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nay bang carboxyl hoa bang axit hitu co, trong d6 hoat chét tagitinin C (TC) duge gan lén
thanh phan mang hoat chat t¢i dich, théng qua phan @ng este hoa.

Theo khia canh tht ba, sang ché cling dé xuat phuong phép san xuét ché pham to
hop chtra hoat chét tagitinin C (TC) va graphen chim luong tir (GQDs) duge bién tinh bé
mit bang diamin hoa, trong d6 hoat chat tagitinin C (TC) dugc gén 1én thanh phan mang
hoat chét t6i dich, théng qua phéan tmg cong Michael.

Phwong phap san xudt ché phdm té hop chira hoat chét tagitinin C (TC) va graphen
cham lugng t& (GQDs) dugce bién tinh bé mat bao gém cac budc sau:

(i) Chiét tach va tinh ché tagitinin C (TC) tir 14 ctc quy;

(ii) Tong hop graphen chim lugng tir (GQDs);

(iii) Bién tinh bé mit GQDs;

(iv) Gan TC 1én bé mat GQDs duoc bién tinh bé ma;

(v) Pong khd dé thu dugc ché pham to hgp dang bot.

Theo mét khia canh cu thé, ché phdm t6 hop cé cong thirc 12 GQDs-EBE-TC hodc
GQDs-EBE-TC.

Dong thoi, sang ché ciing d& xuit duge pham chira ché pham t6 hop theo sang ché
va cac chit mang dugc dung, hitu dung dé diéu tri ung thu hudéng dich, dat hiéu qua cao
trong ngan ngira va trc ché khdi u phat trién, an toan véi té bao thuong.

Mo ta van tit cac hinh vé

Hinh 1 thé hién phd FT-IR cta cac miu graphen chim lugng tir (GQDs), GQDs-
COOH, GQDs-DD-TC va tagitinin C (TC).

Hinh 2 thé hién hinh anh hién vi dién tu truyén qua (TEM) ctia GQDs, va GQDs-
DD-TC.

Hinh 3 thé hién ph6 FT-IR cta GQDs, EBE, GQDs-EBE, GQDs-EBE-TC va TC.

Hinh 4 thé hién hinh anh hién vi dién ti truyén qua (TEM) cia GQDs, GQDs-EBE
va GQDs-EBE-TC.

Hinh 5 12 so dd minh hoa phuong phap chiét xuat tagtinin C tir 14 ctc quy, trong d6
phan doan (a) 0-10% etyl axetat/n-hexan, phan doan (b) 10-30% etyl axetat/n-hexan. phéan
doan (c) 30-50% etyl axetat/n-hexan, phan doan (d) 50-70% etyl axetat/n-hexan, phan

doan (e) 70-100% etyl axetat/n-hexan, phan doan (f) 1-20% metanol/ety] axetat.
5
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MO ta chi tiét sang ché
Thuat ngit “bién tinh bé mit” duoc st dung trong sang ché nay cé nghia 1a ding

phan tng héa hoc dé gan thém mot so nhom chire can thiét 1én b bé mat ctia graphen cham

(')

lwgng tir (GQDs) nhu nhém carbonyl, amin.

Thuat ngir “phéan tng este hoa” duge sir dung trong sang ché nay c6 nghia la phan
tmg ctia nhém -COOH trén bé mit cia GQDs v6i nhém -OH trong tagitinin C.

Thudt ngit “ phan tng cong Michael” dugc sir dung trong sang ché nay c6 nghia la
phan Gng cdng nucleophilic cia modt nucleophil (amin) vao hop chat c¢6 chira nhom a.p-
chua bao hoa (Tagtinin C).

Tagtinin C c6 tén theo danh phdp IUPAC 1a [(3aR, 4R, 6R, 7Z, 10Z, 11aR)-6-
hydroxy-6,10-dimetyl-3-metyliden-2,9-dioxo-3a.,4,5,11a-tetrahydroxyclodeca[b]furan-4-
y1] 2-metylpropanoat 14 thanh phan hoat chat cta ché phim té hop theo sang ché.

Thuét ngit “duoc phim didu tri ung thu hudng dich” duoc sir dung trong sang ché
nay c6 nghia la thudc ngan ngira va tc ché sy phat trién ctia khdi u chira ché pham t6 hop
hoic dan xuét cda no, lam thanh phén hoat tinh va chét mang duogc dung.

Thuét ngt “GQDs-DD-TC” dugc sir dung trong sang ché nay 1a ché pham to hop
duoc diéu ché béng cach gén tagitinin C lén trén bé mit ctia graphen chidm lugng tir (GQDs)
sau khi dugc bién tinh bang carboxyl hoa boi phan tng este hoa, sir dung chat xuc tac la
hén hop cua dimetylaminopyridin va dixyclohexylcarbodiimit (viét tit 1a DD).

Thuét ngit “GQDs-EBE-TC” dugc sir dung trong sang ché nay la ché pham t6 hop
duge diéu ché bang cach gin tagitinin C 1én trén bé mit cia graphen cham luong tir (GQDs)
sau khi dugc diamin héa boi diamin (mot trong diamin c6 thé st dung la 2,2’
(etylendioxy )bis(etylamin)) (viét tit 1a EBE) béi phan tmg cong Michael.

Thuat ngit “% trc ché té bao” trong sang ché nay la % té bao bi te ché tai n?)ng do
hoat chét 1a 50 pg/mL.

Thuét ngit “ICso” dugc st dung trong sang ché nay 1a ndng do e ché 50% sy phit
trién, 12 chi s6 dung dé danh gia hoat tinh chdng ung thu ctia hoat chat, twong (g v6i nong
dd hoat chét can sir dung dé e ché 50% té bao ung thu. Gid tri ICso dugc xdc dinh béng

phan mém may tinh Table Curve.
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Graphen chim luong tir (GQDs) c6 cac dac tinh cua vat liéu mang thude nhung tai
luong hoat chét, kha nang tuong thich sinh hoc va huéng dich phu thudc hoan toan vao sy
bién tinh bé mit ctia GQDs. Thém vao d6, viéc lya chon tac nhan bién tinh bé mit GQDs
vira dap tng duoc cic didu kién trén vira ddm bao khong kim ham hoat tinh khdng ung thu
ctia hoat chat 1a diéu rat kho, boi vi chi 6 mot s6 vi tri/nhom chire thich hop cta hoat chat
mai c6 thé trong tac véi nhom chire trén vat li€u mang dé tao nén hiéu tng gén hoat chat,
trong khi rat ¢6 thé d6 1a cac vi tri/nhém chitc dam nhiém vai tro hoat tinh khang ung thu.
Vi vdy, trong sang ché nay cac tac gia sang ché gin tagitinin C 1én trén bé mit ctia GQDs
sau khi da bién tinh bé mat, lya chon cac nhém chire va phan tmg phtt hop dé tagitinin C
gin lén trén bé mit cia (GQDs) nham giit nguyén cac nhom dam nhén vai trd hoat tinh

khang ung thu, va ddng thoi hoan toan khong c6 doc tinh véi té bao thuong. Theo do, GQDs

sé& duoc bién tinh bang cac tdc nhan nhu axit va diamin, sau do tagitinin C dugc gin 1én bé
mit GQDs bién tinh qua cac phan g este hoa va phan ung cdng Michael dé tao ra ché

pham t6 hop m&i ¢6 vai tro re ché té bao ung thu va an toan voi té bao thuong. Vi vay.
sang ché da dwoc hoan thanh.

Ché pham t6 hop theo sang ché chua :

(i) thanh phan hoat tinh 14 tagitinin C phén I4p tir 14 ctic quy, va

(i1) thanh phén mang hoat chét t6i dich 1a graphen cham lugng tr (GQDs) da dugce
bién tinh bé mat.

Theo mot phuong an cu thé, ché pham t6 hop chia:

(i) thanh phén hoat chat 13 [(3aR, 4R, 6R, 7Z, 10Z, 11aR)-6-hydroxy-6,10-dimetyl-
3-metyliden-2,9-dioxo-3a.,4,5,11a-tetrahydroxyclodeca[b]furan-4-yl] ~ 2-metylpropanoat
(tagitinin C) phan lap tlr 14 ctic quy (Tithonia diversifolia (Hemsley) A.Gray), va

(ii) thanh phan mang hoat chét t&i dich 13 graphen cham luong ti (sau day duoc viét
tat 1a GQDs) duoc bién tinh bé mat béng qua trinh carboxyl hod st dung axit hitu co Cl-
CH>-COOH trong mdi truong DMSO/H>O st dung chédt xic téc 1a hén hop cua
dimetylaminopyridin va dixyclohexylcarbodiimit (DD) dé gan nhom carboxyl, hodc bang
bang qua trinh amin hod st dung hop chit (2,2’-(etylendioxy)bis(etylamin)) (EBE) dé gin

nhém chirc amin, 1én bé mat GQDs,
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trong d6, ché pham t6 hop c6 hoat tinh khang ung thu cao nhung an toan d6i voi cac
té bao thudng, 1am nguyén liéu trong san xudt dwoc pham didu tri ung thu, trong d6 tagitinin
C (TC) dugce gén 1én bé mit cua thanh phén mang hoat chét t&i dich 14 GQDs duge bién
tinh bé mat.

Ché phim t8 hop theo sang ché duoc san xuét theo phuong phép bao gdm céc budc
sau
Budc 1. Chiét tich va tinh ché tagitinin C (TC) tir 14 cdy cic quy

L4 cua cay cuc quy (7. diversifolia) dwoc phoi kho va nghién thanh bot. Bot duoc
chiét nhanh bang diclometan, & nhiét d6 trong phong, trong 5 phit. Qua trinh chiét nhanh
duge 1ap lai 3 1An. Loc qua gidy loc 10 pm dé thu dich chiét. Co dac dich chiét dudi ap suat
giam bang thiét bi ¢6 quay chan khong, thu duge dich chiét co dic (ky hiéu 1a TDD). Dich

& the

+1h +1
thé tich cua

D>
>

chiét co dic (TDD) duoc hoa tan trong dung méi MeOH/H20 véi ty 18
MeOH/H>O 14 7/3, va sau d6 duoc chiét phan doan v6i dung moi n-hexan (13p lai 3-4 1an)
va diclometan (13p lai 7 14n), tao ra hai phan doan, ky hiéu 1a TDD/CH>CL (phén hoa tan
trong diclometan) va TDD/n-hexan (phan hoa tan trong n-hexan). Phan doan TDD/CH2Cl»
duoc cd dic, sau d6 dugc tinh ché béng cach st dung cot silicagel, dung hé dung moi
hexan/AcOEt va AcOEt/MeOH v6i cac ty 1€ khac nhau; phan doan (a) 0-10% etyl axetat/n-
hexan, phan doan (b) 10-30% etyl axetat/n-hexan, phan doan (c) 30-50% etyl axetat/n-
hexan, phan doan (d) 50-70% etyl axetat/n-hexan, phan doan (e) 70-100% etyl axetat/n-
hexan, phan doan (f): 0-20% metanol/ety] axetat. San pham tagitinin C thu dugc & phan
doan (c) ¢6 mau vang nhat va & dang dau. So do chiét xudt tagitinin C tir 14 ctic quy dugc
minh hoa trong hinh 5. v

Budc 2. Tong hop graphen chdm lugng tir (GQDs)

GQDs duoc tdng hop bing phuong phap phan tan graphen oxit trong HoSO4 dic
trong thoi gian 6h. Dung dich dugc tron voi KMnO4 dang bot va khuéy trong 1 h & nhiét
do trong phong, va sau d6 khudy thém 1 h tai nhiét d6 80°C. Dung dich H>O» (30%) duoc
thém vao dé dam bao hoa tan hoan toan KMnOy trong hdn hop. Loc dé thu dich loc chira
GQDs. Dich chira GQDs duoc thAm tach bing mang thim tach MWCO 2 kDa, Sigma
Aldrich. San phdm GQDs thu dugc phan tan tdt trong nude va c6 kich thude hat nam trong

khoang tir 5 nm dén 20 nm.
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Budce 3. Bién tinh bé mat GQDs:
Bude 3.1. Bién tinh bé mat GQDs bang carboxyl héa dé tong hop ché pham t6 hop
GQDs-DD-TC:

GQDs dugc bién tinh bé mit bang carboxyl hoa bang cach tron GQDs véi kiém va
axit hitu co ¢6 cong thue X-R-COOH bang phuong phap siéu am. Tiép theo, hdn hop cht
xtc tac dimetylaminopyridin va dixyclohexylcarbodiimit (viét tat 1a DD) dugc thém vao
hdn dich néu trén. Sau d6, hon hop duoc siéu am dé kich hoat nhém carboxy].

Bude 4.1. Gan TC Ién bé mat GQDs dugc bién tinh bé mit:

Tagitinin C hoa tan trong DMSO va duoc thém vao hon hop néu trén, khudy & nhiét
d6 trong phong. Tién hanh loc va thdm tach hdn hop bing mang MWCO 1KDa, thu dugc
dich 16ng chira GQDs-DD-TC tinh sach, v&i kich thudc hat nam trong khoang tir 10 nm
dén 500 nm.

Budc 5.1. Dong khé dé thu duge ché phdm t6 hop dang bot:

Dich 1éng chira GQDs-DD-TC tinh sach dugc dong kho dé thu ché pham GQDs-
DD-TC dang bét.

Phuong phéap san xuét ché pham t6 hop GQDs-DD-TC duoc thuc hién theo so do 1
dudi day:

So dd 1:
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GQDs-DD-TC

va dudi cac didu kién phan tng sau:

- Tai lugng TC trén GQDs nim trong khoang tir 1 dén 10 1an khéi lugng so voi
GQDs (TC:GQDs = 0,1:1 -20:1), t6t hon 1a ty 16 khéi lwong TC:GQDs nam trong khoang
tir 0,5:1 — 10:1, va t6t nhat 1a ndm trong khoang 1:1 -5:1.

- GQDs dugc carboxyl hoa trong méi truomg kiém véi axit hitu co ¢6 cong thire X-
R-COOH, trong d6 X 1a halogen va R 14 gbc cacbon hydrat. Tét hon néu phan Gng dugc
thye hién trong mdi trudong kidm manh, va hoat chit c6 gbc cacbon hydrat R it cong kénh.
Phan Gng dat hiéu qua carboxyl hoa téi da khi str dung NaOH va C1-CH,-COOH.

- T4t hon 1a thoi gian kich hoat nhém carboxyl ndm trong khoang tir 15 phit dén 2
gid, tot nhét 12 trong 1 gio.

- Thoi gian gn tagitinin C 18n trén bé mit ctia GQDs sau qua trinh carboxyl héa
nam trong khoang tir 3-24 gid, t6t nhét 12 ndm trong khoang 6-8 gio.

- Tién hanh loc va thim tach hdn hop trong thoi gian nim trong khodng tir 12 dén
72 gio, tot hon 1a nAm trong khoang 24 - 48 gid. P6i v6i san pham GQDs-DD-TC thoi
gian thdm tach tot nhét 1a 24 gio.

10
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- San pham sau d6 duge tién hanh dong kho & nhiét do tot nhét 1a -80°C, tai ap suat
0,05 atm, va thoi gian 1a 48 gio.

Buée 3.2: Bién tinh bé mdt GODs bing carboxyl héa dé tong hop ché pham t6 hop
GQODs-EBE-TC:

Trudce tién, GQDs (1 mg/mL) dugc phén tan trong phan cuc va duoc siéu am. Tiép
theo, hop chat diamin HaN — R — NH; hodc HoN-R;-NH-Ro, (trong d6 R, R1, R2 14 cac hop
chit cacbon hydrat, hoac cac hop chdt co chwra oxi), cu thé 1a diamin (2.2°-
(etylenedioxy)bis(etylamin)) (sau day duoc viét tat 1a EBE) dugc thém tir tir vao dung dich.
Diamin dugc cho du dé ngan can lién két chéo ciia cac cham lugng tir graphen. Hon hop
duoc khudy déu & nhiét do cao, sau d6 1am ngudi vé nhiét d trong phong. Dung dich mau
vang thu duoc duge thim tach bing cach st dung mang MWCO 1 kDa dé loai bo cac
nguyén liéu ban dau khong phan ang.

Buée 4.2: Gan TC 1én bé mdt GQD:s dwoc bién tinh bé mdit:

Tiép theo, tagitinin C duoc hoa tan trong DMSO 1di dugc thém vao dich sau tham
tach. EtN duoc thém vao hdn hop dé kiém soat d6 pH cua dung dich. Hon hgp phéan tng
duge gitt & nhiét d 0°C trong 6h. Cudi cing, hdn hop thu duge duoe thim tach bang mang
MWCO 1 kDa, thu dugce dich long chita GQDs-EBE-TC, véi kich thudc hat nam trong
khoang tir 10 nm dén 500 nm.

Budce 5.2. Dong kho dé thu dwoc ché phcfm 16 hop dang bot:

Dich 16ng chira GQDs-EBE-TC sau d6 duoc dong kho dé thu ché pham t6 hop dang
bot GQDs-EBE-TC.

Phuong phéap san xuit ché pham t6 hop GQDs-EBE-TC dugc thyuc hién theo so do
2 dudi day:

So dd 2:

11
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Diamine

va dudi cac didu kién phan ung sau:

- Tailugng TC trén GQDs ndm trong khoang tir 1 dén 10 1an khéi lugng so véi GQDs
(TC:GQDs = 0,1:1 -20:1), t6t hon 1a ty 1& khéi lwong TC:GQDs nam trong khoang tir
0,5:1 dén 10:1, va tot nhét 12 ndm trong khoang tir 1:1 dén 5:1.

- GQDs dugc diamin hoa trong moi truong phén cuc, tdt hon 1a trong moi trudng rugu
va diamin it cong kénh. Phan ting dat hiéu qua nhét ctia qua trinh diamin héa khi sir dung
moi truong butanol va dung diamin la 2,2’°-(etylendioxy )bis(etylamin) (viét tit la EBE).
- Nhiét d6 va thoi gian diamin héa nim trong khoang tir 70 dén 95°C va trong thoi
gian tir 6 dén 72 gio, tot nhét 1a & nhiét d6 nam trong khoang tir 80 dén 90°C va trong
khoang thot gian 8-12 gio.

- Tt nhét 1a pH moi truomg cua phan Gng tagitinin C 1én trén bé mit ciia GQDs sau

khi diamin hoéa nim trong khoang 8-8,5.

12
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- Tién hanh loc va thim tach hdn hop trong khoang thoi gian tir 12 dén 72 gid, tot hon
1a trong khoang thoi gian 24 -48 gitr. D61 v6i ché pham t6 hop GQDs-EBE-TC thoi
gian tham tach tt nhét 13 24 gio.
- San phém sau d6 duogc tién hanh dong kho & nhiét do tot nhat 14 -80°C, tai 4p sut
0,05 atm, va thoi gian 12 48 gi0.
Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& duogc hiéu rd hon tir cac vi du duéi ddy. Céc vi du nay chi c6 tinh chét
minh hoa nhung khong lam gidi han pham vi bao ho ctia séng ché.
Vidul

Bot 14 cay cac quy T. diversifolia (500g) duoc chiét nhanh bang 5L diclometan ¢

nhiét do trong phong trong 5 phiit. Dich chiét diclometan dugc loc qua gidy loc 10 pm. va

~J

,
g dich ~hiAt ~AA
g Gicln Cinicl €O

(TDD). Dich chiét ¢6 dic (TDD) duogc hoa tan trong 500 mL MeOH/H,O (ty 1& thé tich
MeOH/H>0 14 7/3), va dugc chiét phan doan bing 500 mL n-hexan (3-4 1an) va 500 mL

¢o dac dudi ap suat gidm bang thi€t bi co quay chan khong, thu dugc 2 d

AP
al

diclometan (7 14n), tao ra hai phan doan TDD/CH>Cl> (diclometan - phan hoa tan) va
TDD/n-hexan (phén hoa tan n-hexan). Phan doan TDD/CH>Cl, dugce cd dac (~12g) duge
tiép bang gradient hexan/AcOEt va AcOEt/MeOH. Tagitinin C thu dugc tai phan doan (c)
& dang ddu va c6 mau vang nhat va c6 khdi luong khoang 0,1g (Hinh 5). D¢ tinh khiét cta
tagitnin C dugc do biang phuong phap HPLC 14 97%.

GQDs duoc carboxyl hoa bang cach tron déu 1,2g NaOH va 1,0g CICH>COOH vao
10 mL dung dich GQDs (1mg/mL) b&i phwong phap siéu 4m trong 3h. Tiép theo, hon hop
chat xuc tac gdm 137 mg dimetylaminopyridin va 412 mg dixyclohexylcarbodiimit (viét
tit 1a DD) dugc thém vao hdn dich néu trén. Sau d6, hon hop dwoc siéu am trong 1 gidy dé
kich hoat nhém carboxyl. Tiép theo, 50 mg tagitinin C thu duge & trén dugc hoa tan trong
10mL DMSO rdi dugc thém vao hdn hop néu trén va hdn hop thu duoc duoce khudy & nhiét
d6 phong trong 6h. Tién hanh loc va thdm tach hdn hop bang mang 1KDa MWCO trong 24
gi0, thu dugc 20 mL dich long chira GQDs-DD-TC. Dich 1dng chira GQDs-DD-TC dugc
dong kho tai nhiét d6 -80°C, ap suét 0,05 atm, trong 48 gid' dé thu ché pham t6 hop dang
bot GQDs-DD-TC.

13
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Hinh 1 thé hién phd FT-IR cia cac mau GQDs, GQDs-COOH, GQDs-DD-TC va
TC. Trong pho FT-IR ctia GQDs, dinh rong & 3257 cm™ twong mg véi dao dong kéo dai
cta nhém OH. Ngoai ra, cac dinh & 1645 cm™ va 1548 cm! lién quan tuong tmg dén nhom
C=0 (keton) va C=C. Cac dinh & 1386 cm™' va 1043 cm™ 1a do lién két C-O. Pho FT-IR
ctia GQDs-COOH chi ra su hién dién ctia nhém chirc COOH ¢ 1718 cm’!. Pbi vai TC, dinh
§ 3464 cm™' ¢6 lién quan dén dai O-H. Céc dinh nhon & 1764 cm’!, 1732 cm!, 1653 ¢m’!
lan luot duogc gan cho lién két C=0 cua nhom lacton, este va a,B-keton khong bao hoa.
Pinh ¢ 1761 cm™ dugce quan sat thiy trong ing v6i su hinh thanh chic nang carboxylat
bang cach este hoa gitta nhém hydroxyl ctia TC va nhém carboxyl cia GDQs-COOH, va
dinh 1720 cm™' lién quan dén chire nang este trong tagitinin C. Diéu nay chi ra rang tagitinin
C duogc nap thanh cong trén bé mat ciia GQDs thong qua viéc kich hoat chirc ndng carboxyl.

Hinh 2 thé hién hinh anh hién vi dién t& truy
DD-TC. Két qua trong anh TEM cho théy kich thudc hat ciia GQDs phan b trong khoang
tir 5 nm dén 20 nm, trong khi ché phdm t6 hop GQDs-DD-TC c6 kich thuéc 16n hon, phin

n qua {TEM) cia GQDs, va GQDs-

>/

bd trong khoang tir 70 nm dén 300 nm. Piéu nay cho thiy, cac hat GQDs da dugc bao phu
boi TC dé hinh thanh cac hat nano 16n hon ciia ché pham t6 hop GQDs-DD-TC.
Vidu2

Bot 14 cuc quy T, diversifolia (500g) duge chiét nhanh bang 5L diclometan & nhiét
do trong phong trong 5 phut. Dich chiét diclometan duoc loc qua giéy loc 10 um, va co dac
dudi p suat giam bang thiét bi co quay chan khong thu duge 27 g dich chiét co dac (TDD).
Dich chiét ¢6 dic (TDD) duge hoa tan trong 500 mL MeOH/HO (ty 1& thé tich MeOH/H>O
14 7/3), va dugc chiét phan doan bang 500 mL n-hexan (3-4 1dn) va 500 mL diclometan (7
lan), tao ra hai phan doan TDD/CH>Cl, (diclometan - phén hoa tan) va TDD/n-hexan (phén
hoa tan n-hexan). Phan doan TDD/CH,Cl, dugc ¢6 dac (~12g) dugce phu vét 10g silica gel
va sau d6 duoc dua 1én sic ky cot trén silica gel voi duge rira gidi lién tiép bang gradient
hexan/AcOEt va AcOEt/MeOH. Tagitinin C thu dugc phan doan (c) dang diu mau vang
nhat va c6 khdi luong khoang 0,1g. D6 tinh khiét cia tagitnin C dwoc do bang phuong phap
HPLC 1a 97%.

GQDs duogc diamin hoa béng cach cho 4 mL GQDs (1 mg/mL) phan tan trong 2 mL
1-butanol va dugc siéu am trong 10 phut. Tiép theo, 1 mL 2,2’-(etylendioxy)bis(etylamin)

14
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(viét tat 14 EBE) duoc thém tir tir vao dung dich. Hon hop duge khudy trong 8h & 90°C
trong mdi trudng khi Ar, sau d6 dé nguoi vé nhiét do trong phong. Dung dich mau vang
GQDs-EBE thu dugc dugc tham tach bé“mg cach st dung mang MWCO 1 kDa trong 24h
dé loai bo cac nguyén lidu ban dau khong phan tng. Tiép theo, 20 mg tagitinin C dwoc hoa
tan trong 4mlL. DMSO roi duoc thém vao dich GQDs-EBE. EtsN duoc thém tir tir vao hon
hop dé pH cia dung dich dat 8-8,5. Dung dich phan tmg dugc gitt & 0°C trong 6h. Cubi
cung, dung dich dugc thim tach bang mang MWCO 1 kDa trong 24h dé thu duoc dich long
chita GQDs-EBE-TC. Dich long chira GQDs-EBE-TC dugc dong kho tai nhiét do -80°C,
ap suat 0,05 atm, trong 48 givr dé thu ché pham t6 hop dang bot GQDs-EBE-TC.

Hinh 3 thé hién pho FT-IR ciia cac miu GQDs, TC, EBE, GQDs-EBE, va GQDs-
EBE-TC. Trong phd FT-IR ctia GQDs dinh rong & 3257 cm’! twong tmg véi cac dao dong
kéo dai ctia nhém OH. Céc dinh 6 1645 cm™ va 1548 cm™' lién quan dén cac nhém C=0 va
C=C twong tmg. Pinh & 1386 cm™! va 1043 cm™ 1a do lién két C-O. Trong truong hop clia
TC, dinh & 3464 cm! ¢6 lién quan dén dai O-H. Céc dinh nhon & 1764 cm™, 1732 cm',
1653 cm™! duoc gan twong tng cho céc lién két C=0 ciia lacton, este va nhom o, B-keton
khéng bio hoa. GQDs-EBE cho thiy dinh méi ndm ¢ 1091 cm™! twong tmg véi nhém kéo
dai C-0O-C trong GO-EBE. Déi v6i GQDs-EBE-TC, quan sat thay rang cac tin hiéu nam &
1772 em!, 1720 cm (v C = O) va 1016 cm! twong tng véi lién két C=0 ctia epoxit lacton.
este va COC ctia Tagitinin C. Dinh manh ndm & 1624 cm™ va 1097 ecm™' véi sy hién dién
nhém C = O (COzH) cta graphen va nhom kéo dai C-O-C. N6 cho thay rang tagitinin C da
duoc két ndi thanh cong véi amin trén cac chdm luong tir graphen.

Hinh 4 trinh bay hinh anh hién vi dién tir truyén qua (TEM) ctia GQDs, GQDs-EBE
va GQDs-EBE-TC. Két qué trong anh TEM cho théy cac hat nano GQDs va nano GQDs-
EBE c6 hinh thai cu trac va kich thude twong duong nhau, phan b kha trong khoang tir 5
nm dén 20 nm. Trong khi d6, hinh anh TEM cta GQDs-EBE-TC cho thay kich thuéc hat
ctia GQDs-EBE-TC nam trong khoang tir 50 nm dén 100 nm, 16n hon so véi kich thuéce hat
ctia GQDs-EBE. Diéu nay cho thdy, cic hat GQDs-EBE da dugc bao pht boi TC dé hinh
thanh céc hat nano 16n hon cta ché pham t6 hgp GQDs-EBE-TC.

Vidu3
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Thir nghiém hoat tinh gay doc té bao ciia ché pham t6 hop trén cac dong té bao ung
thu phdi (A549), ung thu va (MCF-7), ung thu da day (HGC-270) va dong té bao thuong
(vero) dugc tién hanh nhu sau:

- Céac dong té bao ung thu phdi (A549), ung thr v (MCF-7), ung thu da day (HGC-
270) va dong té bao thudng (vero) duge cung cip bdi ATCC (American Type
Culture Collection, USA; https://www.atcc.org) va CLS (Cell Lines Service GmbH,
CHLB Dt (https://clsgmbh.de).

- Phuong phép nudi cdy té bao invitro
Té bao dugc nudi cdy & 37°C, CO2 5% trong modi truong phu hop: DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), EMEM (Eagle’s Minimum Essential
Medium, Sigma-Aldrich, USA) hodc RPMI 1640 (ThermoFisher, Waltham, CHLB
Duc) ¢6 bd sung L-glutamin 2mM, khang sinh (Penicillin + Streptomycin sulfat) va
huyét thanh bé 5-10%.

Té bao duoc ciy chuyén sau 3-5 ngay véi ty 16 (1:3) va nudi trong ti 4m CO, & diéu

kién 37°C, 5%COsa.

- Phép thwr sinh hoc xac dinh ddc tinh té bao (cytotoxic assay)

Doc tinh té bao cia ché pham tb hop duoc xac dinh bang phuong phap MTT [3-(4,5-

dimetylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazoli bromua], dugc Vién nghién ctru ung thu

qudc gia My (NCI) danh gia 1a phuong phap quy chuan va hiéu qua cho sang loc
nhanh céc chat c6 hoat tinh gdy doc hodc uc ché su tang sinh té bao. Nguyén tic cta
phuong phap 1a gian tiép xac dinh hoat tinh ctia chat thir qua kha nang trc ché enzym
oxidoreductaza phu thuéc NAD(P)H cta té bao. Enzym trong ty thé nay xuc tac
phan tng khir thude nhudm tetrazoli MTT thanh dang formazan khong hoa tan. c6
mau tim, qua d6 c¢6 thé phan anh tuwong quan sb luong cac té bao dang phat trién khi
do & bude séng A = 540/720nm. Phép thir tién hanh xdc dinh ham lugng protein té
bao tong s dwa vao mat dd quang hoc (OD-Optical Density) do dugc sau khi nhuom.
Gia tri OD may do duoc ty 16 thudn vé6i luong thude nhudom gan voéi phan tir protein.
Do d6 luong té bao protein cang nhiéu thi gia tri OD cang 16n. Phép thur duoc thuc

hién trong diéu kién cu thé nhu sau:
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Ché pham t6 hop dugc pha trong DMSO 10% duge dwa vao cac giéng cuia khay 96

giéng dé c6 cac ndéng d6 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL...

Mot khay 96 giéng khac khong co ché pham td hop nhung c6 té bao ung thu duoc

str dung lam dbi chimg.

Sau 48 gid phét trién trong ti 4m CO; té bao duge nhudm bai thudc nhudm tetrazoli

Kha nang trc ché té bao cua to hop dugc do xac dinh béng mat do quang th theo

cong thirc sau:

Ty 18 &rc ché té bao (%) = [1-(OD[mAu]/OD[ddi chimg (-)])] x 100% (1)

Ty 1€ tc ché té bao va IC50 cia céac ché phém t hop nay dugc danh gia dua trén ba

dong té bao ung thu (HGC-27, A549 va MCF-7) va dong té bao thuong (vero) duoc néu

trong bang 1.

Béang 1: Nghién ctru hoat tinh sinh hoc cua céc ché phém
Té bao ung thu phdi | Té bao ung thu vii & | Té bao ung thu da day Té bao thudng
& nguoi (A549) nguoi (MCF-7) & nguoi (HGC -270 (vero)
Ky hiéu
TT N Ty 1& tc Ty 18 tc Ty 16 tc Ty 16 tic ICso
mau i ICso o ICso e ICso .
che te (/L) che té (L) ché té bao (sgmL) ché té (png/mL)
bao (%% | bao et | (%)* bao (%)*
Paclitaxel 48,27 38,75 62,85
GQDs- 96,3 + 98,94 + 98,93 + 0,91 + >50
| 2,56 3,79 12,29 7
EBE-TC 0,7 0,1 0.2 0,02
GQDs- | 9523+ 98,92 + 0,25 + >50
2 11,97 4,04 80,702 | 1097
DD-TC 1,1 0,4 0,00
58,80 £ 40,26 + 58,18 + 47,01+ >50
3 | GQDs 44,11 >50 38,98
23 2.3 1,8 0,2
95,84 + 99,54 + 100,00 + 99,97 + 4,63
4 TC 0,79 0,28 1,11
1,0 0,1 0,5 0,81

*Tai nong dé mau thir 50ug/mL

pug/ml va 38,98 ng/mkL.

Hop chét co hoat tinh gy doc té bao thip nhét d6i v6i ba dong té bao ung thu thir
nghiém A549, MCF-7 va HGC-27 1a GQDs, véi gia tri ICso lan luot 12 44,11 pg/mL. > 50

Bang 1 ciing cho thdy ICso ctia GQDs, TC, GQDs-EBE-TC va GQDs-DD-TC dbi

voi ba dong té bao ung thu nay. Poc tinh t& bao ciia mot hop chat thap hon khi ICs) ctia né
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cao hon. Két qua trong Bang 1 cho thdy t6 hop TC gén trén vat liéu mang thudc GQDs ¢6
hoat tinh gdy doc t& bao thap hon TC riéng 1é. Diéu nay. co thé duge gidi thich 12 do mot
phém nhom chirc mang hoat tinh sinh hoc ctia TC dugc “che phd” boi vat ligu GQDs. Mac
du vay, hoat tinh gy doc t& bao cia ché phdm t6 hop cao hon rét nhiéu so v6i ddi chimg
Paclitaxel. Mot diéu dic biét 1y thu 1a ca hai ché pham t6 hop GQDs-EBE-TC va GQDs-
DD-TC déu khong gy doc trén té bao thuong, thé hién & gia tri ICso > 50 pg/mL, trong khi
TC riéng 1é ¢6 doc tinh cao ddi véi té bao thudng, véi gid tri ICso 1a 4,63 pg/mL. Dic biét
hon nita, & cing ndng dd 50 pg/mL, gia tri ty 16 tc ché té bao thuong (vero) ctia GQDs va
TC 1an luot 14 47,01% va 99,97 %, trong khi v&i hai ché pham t6 hop GQDs-EBE-TC va
GQDs-DD-TC, céc gié tri nay [an luot chi 13 0,91% va 0,25%, thap hon rat nhiéu so véi

cac gia tri thu duoc déi v6i GQDs va TC riéng 1é. Két qua nay cho thiy 1o hiéu ung hiép

3

trg cia TC va GQDs trong viéc giam doc tinh doi véi té bao thuong. Piu nay mo ra tics

-

nang tng dung ctia ché phdm t6 hop trong diéu tri ung thu it tac dung phu.
Hiéu quéa dat dugc cia sang ché

Ché phim t5 hop theo sang ché, trong d6 hoat chit tagitinin C (TC) phén lap tir 14
ctc quy Tithonia diversifolia (Hemsley) A.Gray dugc gin 1én bé mit ctia thanh phan mang
hoat chét t6i dich 1a graphen chdm lugng t& duogc bién tinh bé mit, khong nhitng c6 hoat
tinh gy ddc té bao ung thu cao hon rit nhidu so v6i ddi chimg, trén dong té bao ung thu da
day & ngudi (HGC-27), té bao ung thu phdi & ngudi (A549) va té bao ung thu v & nguoi
(MCF-7), ma con ¢6 vu diém 12 c6 hoat tinh gy doc té bao thuong thap hon rat nhiéu so
v6i hoat chit TC riéng r&. Dong thoi, ché pham t6 hop co gia thanh rat thdp do nguyén lidu
1a hoat chét san co trong tu nhién va duoc sit dung mdt cach hiéu qué, nhd kha ning mang
thubc huéng dich ciia hé vat liéu mang thudc graphen cham hrgng ti.

Dugc pham chira ché phim td hop theo sang ché két hop vai cac chat mang dugc
dung 14 hitu dung dé diéu tri ung thu hudéng dich, dat hidu qua cao trong ngin ngira va tic

ché khéi u phat trién, an toan voi té bao thuong, ddng thoi co gia thanh thap.
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YEU CAU BAO HO
1. Ché pham t6 hop chira:

(i) thanh phéan hoat chét 14 [(3aR, 4R, 6R, 7Z, 10Z, 11aR)-6-hydroxy-6,10-dimetyl-
3-metyliden-2,9-dioxo-3a,4,5,1 1a-tetrahydroxyclodeca[b]furan-4-yl] ~ 2-metylpropanoat
(tagitinin C) phan lap tir 14 cic quy (Tithonia diversifolia (Hemsley) A.Gray), va

(i1) thanh phﬁn mang hoat chét t¢i dich 1a graphen chdm luong tr (sau day duoc viét
tat 12 GQDs) duoc bién tinh bé mat béng qua trinh carboxyl hoé st dung axit hitu co Cl-
CH»-COOH trong mdi trudong DMSO/H2O st dung chat xic tic 1a hdn hgp cua
dimetylaminopyridin va dixyclohexylcarbodiimit (DD) dé gin nhom carboxyl, hodc bang
bang qua trinh amin hod str dung hop chit (2,2°-(etylendioxy)bis(etylamin)) (EBE) dé gin
nhém chirc amin, 1én bé mit GQDs,

trong d6, ché pham t6 hop ¢6 hoat tinh khang ung thu cao nhung an toan d6i véi cac
té bao thudng, 1am nguyén liéu trong san xuat dugc pham diéu tri ung thu, trong dé tagitinin
C (TC) duoc gin 1én bé mit cua thanh phan mang hoat chét t¢i dich 12 GQDs duge bién
tinh bé mat.

2. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché pham nay c6 cong thirc GQDs-DD-TC:

O
Py ",
E: T,

GQDs-DD-TC

trong d6 TC dwoc gin 1én GQDs duogc bién tinh bé mat bang axit hitu co Cl-CHo-
COOH trong mdi truong DMSO/HO s dung chat xtc tic 1a hdon hop cua
dimetylaminopyridin va dixyclohexylcarbodiimit (DD).
3. Ché pham t6 hop theo diém 1 hodc 2, trong d6 GQDs duoc bién tinh bé mat bang axit
hitu co C1-CH,-COOH va TC duoc gin 1én trén bé mat cia GQDs thong qua lién két gitta
nhom -COOH trén bé mat cta GQDs sau khi dugc bién tinh bé mat va nhém -OH cia TC.

4. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché pham nay c6 cong thirc GQDs-EBE-TC:
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GQDs-EBE-TC

trong d6 TC dugc gan 1én trén bé mat cia GQDs duogc bién tinh bé mat bang qua
2

trinh diamin héa bang (2,2’-(etylendioxy)bis(etylamin)) (EBE).

5. Ché pham t6 hop theo diém 1 hoic 4, trong d6 GQDs dugc bién tinh bé mat bang qua
trinh diamin hoa béng EBE, TC duogc gén 1én bé mat ctia GQDs duoc bién tinh bé mat boi
lién két gitra nhom alpha, beta — khong no cua tagitinin C va mot du con lai ctia amin trén

bé mat cia GQDs.

6. Ché phim té hop theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 hoat chat
tagitinin C (TC) dwoc gin 1én bé mit cta thanh phan mang hoat chét téi dich 1a GQDs dugc
bién tinh véi ty 18 theo khdi luvong gifta TC va GQDs nam trong khoang tir 1:1 dén 5:1.

7. Ché phém tb hop theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, dic trung & cho, ché
pham nay duoc bao ché & dang hat nano, trong d6 kich thuéc hat nano cta cic ché pham

nim trong khoang tir 10 nm dén 500 nm.

8. Phuong phép san xuét ché phim t6 hop theo diém bt ki trong s6 cdc diém tir 1 dén 3,
phuong phép nay bao gdm cac bude:

(a) chiét tach va tinh ché tagitinin C (TC) tir 14 ctc quy: bao gom chiét nhanh bot 14
cuc quy str dung dung moéi diclometan, ¢6 quay loai dung méi dé thu dugc dich chiét co

dac, chiét phan doan dich chiét ¢ dic trong dung mdi n-hexan va diclometan, sau do,
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tagitinin C duoc tinh ché bang cach st dung cot silica gel vi hé dung mdi riva gidi 14
hexan/AcOEt va AcOEt/MeOH, TC thu dugc c6 do tinh khiét dat 95-97%;

(b) téng hop graphen chdm lugng tr (GQDs), trong do:

GQDs dugc tong hop bang cach phan tan graphen oxit trong HSO4 dic trong thoi
gian 6h dé thu duoc dung dich huyén phu, tron véi KMnOs dang bot va khudy trong 1h &
nhiét do trong phong, va sau d6 khudy thém 1h tai nhiét d6 80°C ; sau do, b6 sung dung
dich H202 ndng do 30% theo thé tich d& dam bao hoa tan hoan toan KMnOj4 trong hon hop,
loc dé thu dich loc chira GQDs bﬁng cach thdm tach béng mang thdm tach MWCO 2 kDa
dé thu dugc GQDs phén tan tt trong nudce va c6 kich thude hat nim trong khoang tir 5 nm
dén 20 nm;

(¢) bién tinh bé mat ciia GQDs: carboxyl hoa GQDs bang axit hitu co C1-CHb-
COOH trong méi trudng c6 chiza NaOH két hop siéu am, & nhiét d6 trong phong 4 dé
chuyén héa cac nhém chire —OH trén bé mat ciia GQDs thanh nhém —COOH va thu dugc
GQDs bién tinh bé mat;

(d) gén TC 1én b& mat GQDs bién tinh bé mit thu duoc tir budc (a) bing phan ting
este hoa, st dung chét xuc tic 12 hén hop cua dimetylaminopyridin va
dixyclohexylcarbodiimit (DD) trong dung moi HoO/DMSO & nhiét do 25°C — 60°C trong
thoi gian 6-24h, sau d6 tién hanh thim tach bang mang 1KDa MWCO trong 24h, dé thu
duoc dich 10ng chira GQDs-DD-TC ¢6 kich thude nano nam trong khoang tir 10 nm dén
500 nm;

(e) dong kho dich 1ong chita GQDs-DD-TC dé thu dugc ché pham t6 hop GQDs-
DD-TC dang bot.

9. Phuong phap san xuat ché pham td hop theo diém 1, 4 hodc 5, phuong phap nay bao gom
cac budc :

(i) chiét tach va tinh ché tagitinin C (TC) tir 14 cic quy: bao gom chiét nhanh bot 14
ctc quy str dung dung méi diclometan, ¢ quay loai dung méi dé thu duoc dich chiét co
dic, chiét phan doan dich chiét co dac trong dung moi n-hexan va diclometan, sau do,
tagitinin C duoc tinh ché bang cach sir dung cot silica gel v6i hé dung moi rira giai 1a
hexan/AcOEt va AcOEt/MeOH, TC thu dugc c6 do tinh khiét dat 95-97%;

(ii) tong hop graphen chim Iwong tir (GQDs), trong do:
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GQDs dugc tong hop bang cach phan tan graphen oxit trong HSO4 déc trong thoi
gian 6h dé thu dwoc dung dich huyén phi, trén véi KMnOy4 dang bot va khudy trong 1h &
nhiét do trong phong, va sau d6 khudy thém 1h tai nhiét do 80°C ; sau do, b6 sung dung
dich H>O7 ndng d6 30% theo thé tich & dam bao hoa tan hoan toan KMnOy4 trong hon hop,
loc dé thu dich loc chira GQDs bang cach tham tach bang mang tham tich MWCO 2 kDa
dé thu duge GQDs phan tan tdt trong nude va c6 kich thudce hat nim trong khoéng‘tfr 5 nm
dén 20 nm;

(iii) bién tinh bé mit cua GQDs: diamin hoa GQDs bang (2.2-
(etylendioxy)bis(etylamin)) (EBE) trong mdi truong butanol trong thoi gian nam trong
khoang tir 8 dén 24 gid & nhiét do ndm trong khoang tir 80 dén 95°C trong moi trwdng khi
tro argon, sau do dé nguoi vé nhiét do trong phong, thu dugc dung dich GQDs-EBE mau

vang, dung dich nay dugc thim tach b
thanh phan khong phan tng va thu duoc dung dich GQDs-EBE tinh sach;
(iii) gin TC 1én bé mit GQDs-EBE bang cach: hoa tan TC trong DMSO, sau d6 bo

sung vao dung dich GQDs-EBE thu dugc tir bude (i), tiép theo thém tir tir EtsN vao dé do

- \ A * 2 r
ang mang MWCO 1 kDa trong 24h d€ loai b cac

pH ctia dung dich dat 8-8,5, sau d6 gitt dung dich phan ttng ¢ 0°C trong thoi gian nam trong
khoang tir 6h-24h va tién hanh thdm tach dung dich bang mang MWCO 1 kDa trong 24h
dé thu duogc dich 1ong chira GQDs-EBE-TC tinh sach, ¢6 kich thudc nano nam trong khoang
tr 10 nm dén 500 nm; |

(iv) dong kho dich 16ng chira GQDs-EBE-TC néu trén dé thu dugc ché pham t6 hop |
GQDs-EBE-TC dang bot.
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HINH 1
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HINH 3
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HINH 5

La Cuac quy (500g)
é Chiét bang dung mdi diclometan
Dich chiét ¢6 dic

(TDD) (27g)
E Chiét phan 16p (n-hexan/ diclometan)

Phan doan diclometan Phan doan n-hexan
TDD/CH.CL (12g) (TDD/n-hexan)

| Cot Silica gel

| (etyl axetat/n-hexan/metanol)

H
N

f T T

@ B © G © O

Tagitinin C (0,1

5 ‘%
e

D\
So do chiét xuat tagtinin C tir 14 ctic quy: phan doan (a) 0-10% etyl axetat/n-hexan, phéffé‘
doan (b) 10-30% etyl axetat/n-hexan, phan doan (c) 30-50% etyl axetat/n-hexan, phan 5%’ /
doan (d) 50-70% etyl axetat/n-hexan, phan doan (e¢) 70-100% etyl axetat/n-hexan, phan
doan (f): 1-20% metanol/etyl axetat.
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