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LOI CAM POAN

Toi xin cam doan dé tai nghién cuu trong lugn van nay la cong trinh
nghién cuu cua toi dua trén nhitng tai liéu, so liéu do chinh t6i tw tim hiéu va nghién
ciru. Chinh vi vdy, cac két qua nghién cuu dam bao trung thuc va khach quan nhat.
Dong thoi, két qua nay chwa tung xudt hién trong bat cir mot nghién cuu nao. Cac so
liéu, ket qua néu trong luan van la trung thyc néu sai téi hoan chiu trach nhiém truoc
phat luat.

Tac gia ludn van
i’

;"'..-.'_\.

-

Biii Nguyén Thanh Long


Long
Stamp


I
LOI CAM ON
Ludn van dwoc hoan thanh tai Vien Hoa hoc va Hoc vién Khoa hoc va
Cong nghé, Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Trong qua trinh nghién
civu, tde gia da nhén dwoc sw givip d6 quy bau cia thay c¢é, dong nghiép, ban bé va gia
dinh.

T6i bay t6 long biét on sdu sdc, cam phuc va kinh trong nhat téi TS. D6 Tién
Ldm, nguoi thafy da huong dan tén tinh, chu ddo va tao moi diéu kién thudn loi giup do
toi trong thoi gian thuc hién lugn van.

Toi chdan thanh cam on Ban lanh dao Viéen Hoa hoc cac Hop chat thién nhién,
Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé va can bo cac phong ban da tao moi diéu kién thudn
loi dé t6i hoan thanh cdc thi tuc trong qud trinh thuc hién va bdao vé luan van.

Té6i trdn trong cam on cdc can bé Trung tam Ung dung Tin Héa hoc va Y-Sinh-
Duoc, Viéen Hoa hoc cac Hop chat thién nhién da nhiét tinh giup do va tao moi diéu kién
cho toi trong qua trinh lam thuc nghiém va hoan thanh lugn van.

Cudi cing, téi bay t6 long biét on chédn thanh va sdu sdc nhat téi gia dinh, ban
bé va nguoi than da luén quan tam, déng vién, khich 1é téi trong sudt qud trinh hoc tdp
va nghién cuu.

101 tran trong cam on!

Tac gia lugn van
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MO DAU

Trong nhiing nam gan day, su gia ting manh mé cua cac chung vi sinh vat
gy bénh co6 kha niang khang thudc di va dang trd thanh mot trong nhitng thach
thtrc 16m ddi vai y hoc hi¢n dai [1,2]. Theo bao cao cua T6 chic Y té Thé gioi
(WHO), udc tinh dén nam 2050, khang khang sinh c6 thé tré thanh nguyén nhan
gay tir vong hang dau véi khoang 10 triéu ca mdi nim néu khong cé giai phap kip
thoi 0. Viéc lam dung va sir dung khong hop 1y cac loai khang sinh tong hop
khéng chi 1am giam hiéu qua diéu tri ma con gép phan thuc ddy nhanh qua trinh
hinh thanh cac dong vi khuan, vi ndm khang thudc. Chinh vi vdy, nhu ciu tim
kiém cac ngudn hoat chét sinh hoc méi c¢6 ngudn gde tu nhién, vira hiéu qua trong
viéc tre ché vi sinh vat gay bénh, vira han ché dugc tac dung phu, dang tré thanh
xu hudng nghién clru uu tién cua khoa hoc hién dai.

Trong kho tang thuc vat phong phu ciia Viét Nam, c6 rat nhiéu loai cay
dugc liéu truyén thong chira cac hop chat thir cip co gia tri sinh hoc cao nhung
chua dugc nghién clru mot cach hé théng va d?ly du [3,4]. Mot trong nhitng loai
thuc vat tiém ning d6 1a Hoa moc (Osmanthus fragrans (Thunb.) Lour.), mot loai
cdy duoc biét dén véi huong thom dic trung, thuong duoc trong 1am canh hodc
st dung trong van hoa thudng tra, ché bién thuc phém & mot s6 nudc chau A [5,6].
Trong y hoc co truyén, Hoa mdc duogc st dung dé hd tro tiéu hoa, giam ho, chéng
viém va lam dju tinh than. Tuy nhién, nhitng img dung truyén thong niy phan 16n
dua trén kinh nghiém dan gian, trong khi cac nghién ctru khoa hoc hién dai vé
thanh ph?m hoa hoc cling nhu hoat tinh sinh hoc ctia Hoa moc, dac biét trong diéu
kién thd nhudng va khi hau ctua Viét Nam, van con rat han ché.

Mot s6 nghién ctru trén thé gidi da budc dau chi ra rang Hoa moc chira
nhiéu hop chét sinh hoc nhu flavonoid, coumarin, triterpenoid, tinh dau va céc
dan xuat phenolic — nhitng nhom chét co tiém ning cao trong viéc khang khuan,
khang ndm va chéng oxy héa [1]. Tuy nhién, ham lugng va thanh phan cu thé ciia
cac hop chat nay c6 thé thay ddi tury theo ngudn gde dia 1y, diéu kién sinh trudng,

thoi diém thu hai ciing nhu phuong phap chiét xuat. Do d6, viéc nghién ctru dic
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diém hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cia Hoa mdc thu hai tai Viét Nam 1a can thiét
dé danh gia tiém nang tng dung thuc té cia loai cay nay trong linh vuc dugc
pham, my pham hodc thuc phdm chirc ning [2].

Ung thu dang tré thanh mot thach thirc 16n d6i véi stic khoe cong dong toan
cau, voi ty 1& méc va tir vong ngdy cang tang. Dac biét, tai Viét Nam, ung thu gan
va phoi da tro thanh mot van dé nghiém trong, anh hudng dén hang tridu nguoi.
Nhitng nghién ctru gan day di khao sat tac dung cta chiét xuat tir Hoa moc
(Osmanthus fragrans) dbi véi cac dong té bao ung thu [1]. Cac két qua cho thay
rang chiét xuat tir Hoa moc c6 thé 1am giam sy séng sot ca té bao ung thu bang
cach gy ra su chét té bao (apoptosis) thong qua cac con dudng sinh 1y nhu ting
cudng sy tich tu cac goc tu do hodc lam gian doan qua trinh sinh trudng va phan
chia té bao ung thu. Diéu d6 goi ¥ dén cac hop chat chinh phan lap duoc tir Hoa
moc (Osmanthus fragrans) co kha nang khang ung thu tét, dic biét 1a ung thu gan
va phoi, hon nita timg dung céng nghé 4.0 dé gop phan 1am rd mdi quan hé giita
tinh toan va thuc nghiém.

Xuat phat tir nhitng 1y do néu trén, dé tai “Nghién ciru thanh phan héa
hoc va danh gia hoat tinh khang khuin, khang nim ciia loai Hoa méc
(Osmanthus fragrans (Thunb.) Lour.) ¢ Viét Nam” dugc lua chon vdi mong
mudn gop phan 1am sang to gia tri khoa hoc va thuc tién cia loai thuc vat nay.
Nghién ctru khong chi nham xac dinh cac hop chat co hoat tinh sinh hoc ¢6 trong
Hoa mdc ma con budc dau danh gia kha ning ung dung cua chung trong phong
va diéu trj cic bénh do vi sinh vat gay ra. Pong thoi, dé tai mo rong thir nghiém
hoat tinh cac hop chat phan 1ap duoc d6i véi cac dong té bao ung thu va kiém
nghiém lai bang tinh toan 1y thuyét. Két qua cua dé tai ciing s& dong gop vao co
s¢ dir licu thuc vat dugc liéu trong nudc, hd tro cac dinh hudng khai thac, phat

trién bén viing va nang cao gia tri kinh té cua loai cay ban dia nay.

Muc tiéu nghién ciru:
- Chiét xuét, phan 1ap va xac dinh ciu tric 2-3 hop chat sach tir cay Hoa

moc (Osmanthus fragrans) tai Viét Nam.
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- Panh gid in vitro hoat tinh khang khuan, khang ndm cua cac hop chat phan
1ap.

- Panh gia in vitro kha ning giy doc té bao ung thu gan (Hep-G2), phoi
(A549) va kiém chtng bang mé hinh tinh toan 1y thuyét.

Noi dung nghién ctru

- Tong hop tai liéu lién quan dén cady Hoa moc (Osmanthus fragrans).

- Xt 1y mau, chiét xuat va phan 1ap cac hop chat tinh khiét bang phuong
phap phu hop.

- Panh gia in vitro hoat tinh khang khuén, khang nim va kha ning gy doc
té bao ung thu gan (Hep-G2), phoi (A549).

- Ung dung cong nghé 4.0 dé kiém ching hoat tinh gy doc té bao ung thu.

Nhirng dong gop méi cia luan van:

Bbn hop chat, gom 2 hop chat flavonoid: luteolin (1) va quercitrin (4) va 2
hop chat triterpenoid: oleanolic acid (2) va ursolic aldehyde (3) da duoc phan 1ap
va xac dinh tir loai loai Hoa moc (Osmanthus fragrans (Thunb.) Lour.) ¢ Viét
Nam, phu hop vai thanh phﬁn héa hoc cac loai chi Osmanthus da nghién cuu.

D3 danh gia tac dung khang khuan, khang ndm va gay doc d6i voi dong té
bao ung thu gan (HepG2) va phdi (A549) & ngudi in vitro cua 4 hop chit phan
lap duoc. Két qua cho biét hop chat quercitrin (4) thé hién hoat tinh Gc ché tét
nhat d6i véi hai chung Staphylococcus aureus va Saccharomyces cerevisiae Voi
gia tri MIC 100 pg/ml. Hop chat luteolin (1) thé hién hoat tinh gay doc déi véi
dong té bao ung thu gan (HepG2) va phdi (A549) & nguoi tét nhat véi gia tri 1Cs
lan luot 12 22,23 va 18,35 puM.

Pi méb phong lién két gitra oleanolic acid (2) va luteolin (1) véi protein
topoisomerase 11 cho biét, thay kha ning ai Iyc lién két cao voi Topoisomerase |1
tir d6 thé hién hoat tinh khang u théng qua viéc trc ché chirc niang hoat dong cua
protein nay. Két qua mo phong nay goi y tiém nang ung dung cta hai hop chat
trong cac budc nghién ciru phat trién thudc chong ung thu tiép theo nham muc

ti€u uc ché Topoisomerase II.
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CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CcUU

1.1. GIOI THIEU VE HOA MQC (OSMANTHUS FRAGRANS)

Chi Hoa mdc (Osmanthus) c6 khoang 30 loai thudc ho O liu (Oleaceae) [5].
Chiing 12 loai cdy than gd nho va ciy bui [6], cao 3-12m. Hoa mdc (Osmanthus
fragrans (Thunb.) Lour.) ndi tiéng vé mau sic va huong thom, dugc trong lam
canh tai Bic My, Dong Au, Pong Nam A va cac dao Thai Binh Duong [7], voi
lich str 1én dén hon 2500 nim. Tai Viét Nam, loai hoa nay moc hoang & Ninh
Binh, Kon Tum va duoc trong & nhiéu noi [3]. Qua cta cdy Hoa mdc co thé lam
gitip 4m da day, 1am diu gan, b6 than va xua tan cam lanh. N6 dugc su dung nhu
phuong thudc dan gian chua bénh da day, giam dau va cho cac myc dich khac nhu
bénh thap khop va hoi miéng [8,9]. Ngoai ra, trong y hoc dan gian, hat cia Hoa
moc cling dugc mo ta 1a ¢6 hiéu qua trong viée cai thién chirc nang tim mach va
dugc st dung nhu mot loai thudc sic dé lam giam chung dau tim [10].

Hoa mdc (Osmanthus fragrans) c6 3 thir 1a Osmanthus fragrans var.
thunbergii, var. fragrans va var. semperflorens. Dudi day 1a bang so sanh chi tiét

3 thur cia Hoa mdc:

Osmanthus fragrans | Osmanthus fragrans ODsmanthus fragrans var

Pic diém N
var. thunbergii

var. fragrans semperflorens

Tén thong , .
Moc t€, Qué hoa |Mdc té vang Nhat Ban Moc té bon mua
thuong
Phén b6 chinh [Trung Qudc, Viét Nam| Nhat Ban, Han Quéc | Trung Quéc, Pai Loan

Dic diém 14

La day, xanh dam, mép

La mong, xanh nhat,

L& nhd, hinh elip hep,

rang cua mép nguyen xanh sang
Pic diém hoa
Mau sdc Trang nga/vang nhat | Vang cam ruc r& Trang tinh khiét
Kich thuoc 3-4mm 5-6mm 2-3mm
. Thom diu, huong cam
Mui huong Thom nong, ngot Thom thanh nhe
quyt
Thoi gian no Théang 8-10 Théang 9-11 Quanh nam
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Thanh phan | S-ionone (25-30%), | linalool oxide (35- | cis-jasmone (20-25%),
chinh tinh dau| methyl anthranilate | 40%), y-decalactone benzyl alcohol
Hoat tinh:
Khang 5. 64 pg/ml 32 pug/ml 128 pg/ml
aureus (MIC)
" Chong oxy 45 pg/ml 38 pg/ml 52 pg/ml
héa (ICso)
- Uc ché Topo
%) 78% (100pg/ml) 65% 82%
Ung dung Tra, rugu thudce Mut, huong liéu banh Trang tri moén an

1.2. THANH PHAN HOA HQC CUA HOA MQC
1.2.1. Tinh ddu

Tinh dau cua Hoa mdc (Osmanthus fragrans) duoc chiét xuat tir cac bo

phan khac nhau nhu hoa, 14, qua c6 tac dung cai thién kha nang mién dich, chéng

ung thu, giam ho, long dom [11]. Pong thoi, vi 1a mui hwong vi ty nhién, nén tinh

dau Hoa moc (Osmanthus fragrans) 1a mot chat tao huong quan trong cho nuéc

hoa, san pham chim soéc da va my phim. Tinh dau Hoa moc (Osmanthus

fragrans) cha yéu chira monoterpene, sesquiterpene va alcohol, trong do, linolool
oxide (1), trans-linalool oxide (2), a-terpineol (3), linalool (4), linalool oxide (5),
a-ionone (6), dihydro-g-ionone (7), y-decalactone (8) va g-ionone (9) la cac thanh

phan chinh va 14 chat tao huong thom [11-15].
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1.2.2. Flavonoid

Dic diém cau tric cua flavonoid duogc phan lap la hai vong benzen c6 nhom
hydroxyl phenolic dugc két ndi v6i nhau théng qua ba nguyén tir carbon trung
tam, va khung co ban cia né la 2-phenylchromone. Cac chat chuyén hoa tht cap
quan trong vé mit sinh hoc da thu hat sy cha y rong rai nho cac hoat tinh dugc 1y
dang ké nhu chéng oxy hoa, chong viém va chéng ung thu [16]. Cho dén nay, co
18 flavonoid da duoc phan 1ap tir hat, 14, qua va hoa cua loai Hoa mdc (Osmanthus
fragrans), gom diosmetin (10), dihydroquercetin (11), luteolin (12), naringenin
(13), quercetin (14), genistein (15), astilbin (16), aromadendrin (17),
proanthocyanidin  (18), kaempferol-3-O-5-D-glucopyranoside  (19), 4'-
methyloxy-genistin (20), isoscutellarein (21), naringin (22), kaempferol (23),
apigenin (24), rutin (25), genistin (26) va 3',7- dihydroxy-4’-methoxyisoflavon
(27).

OH O
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Céac hop chét quercetin, kaempferol va rutin dd thé hién hoat tinh chdng
ung thu va chéng oxy héa tbt, naringin va genistin biéu hién hoat tinh chong viém

[17]. Ngoai ra, genistein va lupinalbin A (28) &rc ché sy phat trién cua nhiéu té
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bao ung thu [18]. Pay la cac hoat chét flavonoid chinh trong Hoa moc (Osmanthus

fragrans).

28

Diosmetin 1a mot flavonoid glycoside dugc phan 1ap tor hoa Hoa mdc
(Osmanthus fragrans). Cac nghién ctru in vivo da chi ra ring diosmetin c6 thé
kich thich té bao MH7A va tang ty 1& apoptosis dé tac dong dén viéc kich hoat cac
duong truyén tin hiéu PI3K/Akt va NF-kB, tir 6 1am giam bénh nhdi méu co tim
[19,20].

Dihydroquercetin 1 mot flavonoid quan trong dugc tim thay trong tu nhién
va ciing duoc phan 1ap tir hoa Hoa moc (Osmanthus fragrans) thé hién hoat tinh
chéng oxy hoa, khang virus, chong viém, chéng di (mg, chong apoptosis, chéng
ung thu tot, cing v6i hoat tinh bao vé gan [21-23]. Hon nita, dihydroquercetin
con c6 tac dung lam giam huyét ap, giam bét cac bénh vé tim mach va con co thé
tai tao mo ndo va cai thién chan thuong [24] va lam giam cac tri¢u ching ctiia bénh
than do tiéu duong ¢ chudt bang cach tic dong dén dudng truyén tin hiéu
mTORC2/Akt [25].

Astilbin cha yéu dugc tim thay trong hoa Hoa mdc (Osmanthus fragrans)
c6 hoat tinh chdng trdm cam, chéng oxy hoa, tri dai thao duong, giam dau va
khang khuén, trc ché phu né, bao vé gan va than, thuc déy tang sinh té bao sun va
chéng viém va trc ché mién dich [26]. Astilbin con c6 tac dung chong thiéu mau
ndo cuc bo va co thé kich hoat con duong PI3K-Akt va diéu chinh con duong
MAPK [27,28].

Luteolin cht yéu dugc tim thiy trong 14 cta loai Hoa mdc (Osmanthus
fragrans) [29] c6 hoat tinh chéng oxy hoa va chéng ung thu, dong thoi nd bao vé
hé than kinh va ting cuong tri nhé [30,31]. Luteolin c6 thé cai thién tinh trang

tang uric acid mau va viém khop do gout cap tinh bang cach giam murc d6 cac yéu
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t6 gy viém (TNF-o, IL-1p) & chudt [32], 1am giam cac triéu chung ton thuong
gan cap tinh va thiéu mau do thity ngan gy ra [33].

Naringenin khong chi dugc phan lap tir loai Hoa moc (Osmanthus fragrans)
ma con duoc tim thiy & cac loai nhu Cam ngot (Citrus sinensis), Rang chan vit
(Pteris cretica), Ca chua (Lycopersicon esculentum), Cam dang (Citrus
aurantium), Hanh 1a (Allium fisulosum), Lan hoang thao (Dendrobium nobile),...
[34]. Naringenin c6 tac dung chdng viém, khang khuan, chéng oxy héa, chong
t6n thuong phdi, chdng 140 hoa va chong ung thu (chdng ung thu da day, gan, va,
rudt két,...), co thé diéu trj cac bénh chuyén hoéa nhu tiéu duong, ting huyét ap va
tang lipid mau [35,36], lam giam qua trinh apoptosis bang cach kich hoat duong
truyén tin hiéu ER va P13K/Akt [37] va tc ché xo vita dong mach vanh va bao vé
té bao co tim [38]. Naringenin dong vai tro diéu hoa mién dich vi c6 ciu trac
tuong tu nhu estrogen va co thé diéu chinh cac chat truyén tin thir cip cua céac
duong dan tin hiéu xuo6i dong (duong dan PKC, duong dan AKT, duong dan
MAPK, ... [39].

1.2.3. Terpenoid

Terpenoid 1a mot nhom chat chuyén hoa thir cip trong thuc vat, co nhiéu
trong loai Hoa moc (Osmanthus fragrans), cé hoat tinh trc ché S-secretase, chéng
tiéu duong, ... [40]. Cho dén nay, c6 khoang hon 20 hop chét terpenoid di duoc
phan 1ap tir qua tuoi, hoa, hat va 14 Hoa moc (Osmanthus fragrans), chi yéu 1a
ursolic acid (29) va oleanolic acid (30) ] thé hién hoat tinh chéng tiéu dudng tot,
cung cac dan xuat ctia nd gém ursolaldehyde (31), 3p-cis-p-coumaroyloxy-2a-
hydroxyl-urs-12-en-28-oic acid (32), 35-trans-p-coumaroyloxy-2a-hydroxyl-urs-
12-en-28-oic acid (33), 3-O-cis-coumaroylmaslinic acid (34), 3-O-trans-p-
coumaroyltormentic acid (35), loganic acid (36), maslinic acid (37), 2a-hydroxy-
oleanolic acid (38), acetyloleanolic acid (39), methy oleanolate (40), 3-
ketooleanolic acid (41), 2a,3f4,23-trihydroxyoleana-12-ene-28-oic acid methyl
ester (42), oleoside (43), lupeol (44), borreriagenin (45), betulinic acid (46),
betulin (47), fouquierol (48), rotundioic acid (49) [41].



10




11

47 48 49

Bon terpenoid trong 14 Hoa moc (Osmanthus fragrans) da duoc phan lap
goém 3-O-cis-coumaroylmaslinic acid, 34-cis-p-coumaroyloxy-2a-hydroxyl-urs-
12-en-28-oic acid, 3-O-trans-p-coumaroyltormentic acid va 3p-trans-p-
coumaroyloxy-2a-hydroxyl-urs-12-en-28-oic acid déu thé hién hoat tinh chng
viém dang keé [42]

Loganic acid 1a mot hop chét glycosid iridoid c6 hoat tinh chéng tao m& va
chéng lodng xuong. Loganic acid trc ché qua trinh tao m& cua té bao tién md 3T3-
L1 va ¢ chudt thir nghiém [43]. Loganic acid c6 thé lam ting san xuat nguyén bao
xuong va ngin chin su thoai héa nguyén bao xwong. Piéu d6 cho thdy rang
loganic acid c6 thé 1a mot tac nhan chdng lodng xwong tiém ning [44].

Oleoside 1a mot hop chit glycoside iridoid ty nhién duoc tim thiy trong
hoa ctia Hoa moc (Osmanthus fragrans) [45]. Oleoside thuc day hoat dong cua

cac enzym giai doc, canh tranh v&i coenzym Q véi tu cach 1a chat mang dién tur
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trong chudi van chuyén dién tir cta ty thé, hoat dong nhu mot chat chdng oxy hoa
nhit gbe tu do va trc ché qué trinh peroxid hoa lipid [46].

Oleanolic acid 1a mot hop chét triterpenoid c6 tac dung chdng ung thu, bao
vé gan, giam hoat dong clia enzyme, ting cuong tim, thiic day tai tao té bao gan,
c6 tac dung chéng viém, thuc day ting sinh té bao lympho, giam lipid mau va
luong duong trong mau, tc ché két tap tiéu cau, va bao vé nhiém séc thé. Ngoai
ra, cac nghién ctru di phat hién ra rang oleanolic acid c6 kha ning don céac goc tur
do DPPH va bao vé céac té bao ndi mé tinh mach ron caa con nguoi khoi bi tdn
thuong do oxy héa. Hon nira, oleanolic acid c6 tac dung chong ung thu nhu gay
ra hién tuong apoptosis cta cac té bao ung thu thuc quan thong qua viée diéu
chinh cac con duong truyén tin hiéu va né c6 it phan tmg bat loi va doc tinh thap
[47-49]

Maslinic acid 1a mt triterpenoid duoc tim thay trong hoa va qua cua loai
Hoa mdc (Osmanthus fragrans) cé tac dung chéng viém va chéng xo héa, dong
thoi e ché nhidém ky sinh trung, chéng oxi hoa, c6 hi¢u qua diéu trj ung thu rudt

két, ung thu dai truc trang, ung thu tuyén tuy, ung thu phoi, ... [50,51].

1.2.4. Phenylpropanoid

Phenylpropanoid 14 dugc phan b rong rii trong nhiéu ho thuc vat va co
nhiéu hoat tinh dugc 1y. Hién nay, c¢6 khoang 40 phenylpropanoid di duoc phan
lap tr Hoa mdc (Osmanthus fragrans) va dugc chia thanh cac nhom:
phenylpropanoid don gian, coumarin va lignan gdm ferulic acid (50), caffeic acid
(51), methyl caffeate (52), p-hydroxycinnamic acid (53), p-hydroxyphenethyl
alcohol ethyl (54), p-hydroxyphenylacetate (55), C-veratroylglycol (56), trans-p-
coumaric acid (57), chlorogenic acid (58), 3,4-dihydroxyacetophenone (59), p-
hydorxyphenylacetic acid (60), methyl-p-hydroxphenylacetate (61), p-
hydroxyacetophenone (62), tyrosyl acetate (63), hydroxytyrosol (64), 6,7-
dihydroxycoumarin (65), 7-hydroxycoumarine (66), coelonin (67), chicanin (68),
olivil 4-O-p-D-glucopyranoside (69), olivil 4-O-p-D-glucopyranoside isomer
(70), phillyrin  (71), methyloleoside-phillyrin (72), syringaresinol (73),
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phillygenin (74), indigoticoside A (75), lariciresinol 4’-O-4-D-glucopyranoside
(76), ciwujiatone (77), 3,3’-bisdemethylpinoresinol (78), fraxiresinol 1-O-4-D-
glucoside (79),  (+)-E-pipinoresinol (80), (+)-pinoresinol (81), trigoflavidone
(82), lipedoside A (83), floraosmanoside | (84), floraosmanoside Il (85) va
floraosmanoside 111 (86). Trong sé d0, hai lignan: phillygenin va ciwujiatone tir
hoa va 14 ctia Hoa mdc (Osmanthus fragrans) thé hién hoat tinh chdng oxy hoa,

chéng viém va bao vé gan tdt [52].
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1.2.5. Phenylethanol glycoside

Hop chat phenylethanol glycoside 1a mot loai hop chat carbohydrate c6
phenethyl alcohol thay thé lam aglycon va c6 dic tinh duoc 1y dang ké. Chung
phan bd rong rai trong thuc vat, la nhiing loai thude tiém nang. Hién nay, 12 hop
chat phenylethanol glycoside, gdom verbascoside (87), isoacteoside (88),
campneoside | (89), r-suspensaside (90), suspensaside A (91), p-
hydroxyacteoside (92), salidroside (93), osmanthuside H (94), hydroxytyrosol
glucoside (95), forsythoside E (96), forsythoside A (97) va isooleoacteoside (98)
da duoc phan lap tir ré, hoa va qua Hoa moc (Osmanthus fragrans) véi hoat tinh
chéng oxy hoa tuyét voi. Trong s6 cac hop chat nay, verbascoside 13 hop chét co

ham lugng cao va thé hién hoat tinh chéng oxy hoa chinh trong Hoa méc
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(Osmanthus fragrans), salidroside c6 nhiéu trong vo, cui va hat ctia Hoa moc

(Osmanthus fragrans), ciing 1a mot trong nhiing thanh phan quyét dinh hoat tinh

chdng oxy héa cua Hoa mdc (Osmanthus fragrans) [24].
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1.2.6. Iridoid
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Iridoid 1a dan xuat acetal dugc tao ra bang phan ting ngung tu aldol noi

phan tir sau khi alkene hoa iridoidal, cac hop chat nay c6 hai bo khung co ban:

cyclopentane iridoid va secoiridoid, ¢ nhiéu hoat tinh sinh hoc, chang han nhu

chong viém, chong ung thu, bao vé gan, bao v¢ hé than kinh va bao v¢ hé tim

mach [53]. Cho dén nay, 20 iridoid dd dugc phén lap tir Hoa mdc (Osmanthus
fragrans), gom nuzhennoside (99), neonuezhenide (100), (8E)-ligustroside (101),
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10-acetoxyligustroside (102), specnuezhenide (103), ligustroside (104), 3’-O-D-
glucopyranosyl ligustroside (105), nuezhenoside G13 (106), secoxyloganin (107),
verbenalin (108), methoxyoleuropein (109), oleuropein (110), excelside B (111),
S-hydroxyoleuropein  (112), 10-hydroxyligstroside (113), glucopyranosyl
methyloleoside (114), glucopyranosyl methyloleoside isomer (115), oleoside-11-
methyl ester (116), oleoside dimethyl ester (117) va excelside A (118) . Trong s6
d6, nuzhennoside, neonuezhenide, specnuezhenide, nuezhenoside G13 va (8E)-
ligustroside d duoc phan 1ap tir ré, qua va hat cia Hoa moc (Osmanthus fragrans)

thé hién hoat tinh chdng huyét khéi va diéu tri bénh alzheimer [53,54].
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1.2.7. Sterol

Sterol 1a nhom hoat chat quan trong phan bo rong rii trong hau hét cac loai
thuc vat. 10 hop chét steroid bao gém ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one (119),
ergosta-7,22-dien3-one (120), f-daucosterine (121), p-sitosterol (122), stigmasta-
3,5-dien-7-one (123), ergosterol endoperoxide (124), a-spinasterol (125),
daucosterol (126), stigmasterol (127) va 34,5a,9a-trihydroxyergosta-7,22-dien-6-

one (128) da dugc phan 1ap tir Hoa mdc (Osmanthus fragrans).

GlcO
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1.2.8. Cic hop chét khdc

Tyrosol (129) 1a dan xuat cua phenyl ethyl, c6 trong hoa cia Hoa moc
(Osmanthus fragrans) c6 kha ning loai bo cac gbe tir do hydroxyl c6 doc tinh cao
va c6 thé ngan ngira bénh tim mach vanh va chéng ung thu [55]. Tyrosol con c6
tac dung chong oxy hoa, chéng viém va khang khuan, lam giam lugng duong
trong mau va ting tudi tho. N6 cling c6 tac dung diéu tri cic bénh than kinh thong
thuong, chang han nhu bénh alzheimer va bénh parkinson [56] va thiic day su
tang sinh cua té bao ndi mo [57].

P-hydroxyphenylacetic acid (130) c6 trong hoa loai Hoa mdc (Osmanthus
fragrans) va 1a nguyén liéu dung dé tong hop thudc chdng Parkinson [58]. Hon
nira, n6 cling co thé duoc st dung dé téng hop thude tim mach atenolol, dugc six
dung dé diéu tri cac tic dung phu khac nhau do ting huyét ap va thudc giam dau
va chdng viém. N6 tham chi c¢6 thé duge st dung dé tong hop thudc khang sinh
laoxycephalosporin, duoc sir dung dé lam giam cac triéu chting nhiém trang do vi
khuan nhay cam véi khang sinh, chang han nhu nhiém tring mau, viém phé quan,
viém tai mat va cac loai viém khac [59,60].

Salicylic acid (131) c¢6 trong hoa cuia loai Hoa mdc (Osmanthus fragrans)
[60,61,62], dugc sur dung rong rai trong nhiéu nganh cong nghi¢p, dac biét la
nganh duoc pham dé diéu ché cac loai thudc khac nhau. N6 ciing dugc sir dung
trong chan doan va diéu tri mun san va mun trung ca do, déng thoi ¢ thé cai thién
da, nong do salicylic acid cao c6 thé tay té bao simg dé dat dugc hiéu qua lam

trang; do do, né thuong dugc st dung dé di€u tri cac bénh vé tuyén ba nhon &
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nang 10ng [63,64]. Salicylic acid ngan ngira huyét khoi, giam do nhét ctia mau,
trc ché két tap va bam dinh tiéu cau, ngin ngira xo cimg dong mach, ... [65,66].

Protocatechualdehyde (132) chi yéu duogc tim thiy trong loai Hoa moc
(Osmanthus fragrans) [64] c6 tac dung @ ché tinh trang viém, qua trinh apoptosis
cua té bao, két tap tiéu cau, chdng oxy hoa va chdng xo héa gan, nhidm virus viém
gan B va nhiém trung mau, bao vé than kinh, ngan chan sy hinh thanh melanin,
thuc ddy qua trinh lanh xwong va bao vé co tim, bao vé chong thiéu mau nio &
chuot [67,68].

@) @)
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1.3. HOAT TINH SINH HQC LOAI HOA MQC

1.3.1. Hogt tinh chong oxy héa

Trong s6 céc loai thude y hoc cd truyén c6 hoat tinh, dugc ly v6i su tuong
dong gitta thye pham va thude, Hoa moc (Osmanthus fragrans) da thu hut su chu
¥ rong rai nhu mot chat chéng oxy héa tu nhién trong thuc pham vi né co thé an
duoc, doc tinh théip va c6 nhiéu hoat tinh sinh hoc tiém nang, déng tho1 duoc cho
1a thé hién hoat tinh chong oxy hoa manh. Nhiéu nghién ctru d chi ra rang cac
chiét xuat tir Hoa moc (Osmanthus fragrans) c6 kha niang loai bo cac goc tu do
DPPH, ABTS, hydroxyl va superoxide anion.

Hoa mdc (Osmanthus fragrans) giau cac thanh phan flavonoid, ¢ kha nang
chéng oxy héa manh va hiéu qua [17]. Khi so sanh hoat tinh chdng oxy hoa cta 7
flavonoid phan lap tir Hoa moc (Osmanthus fragrans) bang xét nghiém DPPH,
quercetin duoc xac dinh 13 c6 hoat tinh loai b6 DPPH manh nhat véi gia tri ICso
11,04 ug/ml. Hoat tinh chdng oxy hoa cua rutin twong tu nhu verbascoside, voi
gia tri ICso lan luot 1 22,76 va 20,21 ug/ml.

Naringin va genistein hau nhu khong c6 kha ning chéng oxy hoa. Ngoai

ra, phillygenin va verbascoside & nong do 40 ug/ml ciing thé hién hiéu qua chdng
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oxy héa manh; verbascoside c6 kha niang don gdc tu do theo phwong phap DPPH
va hydrogen peroxide manh nhat, v6i gia trj ICso lan luot 14 6,2 va 13,4 uM [18].

Chiét xuét ethyl acetate tir Hoa moc (Osmanthus fragrans) (& nong do 10—
200 pg/ml) cho thdy hoat tinh chéng oxy hoéa manh nhat déi véi DPPH va
superoxide anion theo cach phy thudc vao lidu luong, véi gia tri ICsp trong ing
la 28,33 va 30,20 pg/ml [70].

Trong s6 cac hop chit dugc phan lap tr qua Hoa moc (Osmanthus
fragrans), salidroside (¢ ndng d6 0,2—1,2 mg/ml) thé hién hoat tinh chéng oxy
hoa vira phai d6i véi DPPH va gbc hydroxyl theo cach phu thudc vao lidu luong
[71].

1.3.2. Hogt tinh chong ting dwong huyét

Ursolic acid va oleanolic acid 13 cac thanh phan chinh c6 hoat tinh ha duong
huyét ctia Hoa moc (Osmanthus fragrans). Lupinalbin A va y-Decalactone c6 hoat
tinh e ché o-glucosidase tdt trong thir nghiém in vitro, ca hai déu da duoc danh
gia cao vé cai thién luong dudng trong mau & chudt bi tiéu dudng [72].

1.3.3. Hogt tinh chong ung thw

Mot s6 nghién ctru dd cho thiy hoat tinh chdng ung thu ctia Hoa mdc
(Osmanthus fragrans) doi véi nhiéu loai té bao ung thu. Cac cac hop chat
quercetin, rutin, verbascoside, naringin dugc phan 1ap tr Hoa moc (Osmanthus
fragrans) trc ché sy ting sinh va thiic ddy qua trinh apoptosis cta té bao ung thu,
cac monome flavonoid nay c6 kha ning trc ché sy ting sinh cua té bao CT26 va
HepG2 [17].

1.3.4. Hogt tinh chong viém

Flavone va phenol da duoc chimg minh 1a thanh phan chinh c6 tic dung
chéng viém tir Hoa moc (Osmanthus fragrans), do do, rat hira hen dé phat trién
thanh mot thudc chong viém hiéu qua bao vé chdng lai ton thuong do viém [73].
Trong d6 hai hop chat phillygenin va phillyrin thu duoc tir hoa Hoa moc
(Osmanthus fragrans) c6 tac dung ngin chin sy san sinh NO véi gid trj ICsp 1an
luot 14 25,5 va 18,9 uM trén té bao RAW264.7 dugc kich thich bang LPS [74].

1.3.5. Hoat tinh khdng khuan
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Flavonoid tir Hoa moc (Osmanthus fragrans) c6 tac dung khang khuan 1
rét dbi véi cac ching Staphylococcus aureus, Escherichia coli va Bacillus subtilis
[75]. Hiéu qua khang khuén cua flavonoid tir Hoa mdc (Osmanthus fragrans) t6t
hon so véi natri benzoate. Flavonoid tir Hoa mdc (Osmanthus fragrans) cé hoat
tinh khang khuan manh nhat déi voi Bacillus subtilis (MIC 0,25 mg/ml), nhung
kha ning trc ché ddi voi Escherichia coli va Staphylococcus aureus yéu hon (MIC
0,5 mg/ml). Pang cht ¥ 1a hiéu qua khang khuan cua flavonoid tir Hoa moc
(Osmanthus fragrans) dbi véi Pritcularia oryzae (MIC 1,0 mg/ml). Ngoai ra, sic
t6 vang tr hoa Hoa moc (Osmanthus fragrans) co thé trc ché su phat trién
cua Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis va Salmonella
typhi, véi gia tri MIC 1an luot 13 1,0; 1,5; 1,5 va 1,5 mg/ml. RS rang, hoat tinh
khang khuan d6i véi Staphylococcus aureus 1a dang luu ¥ nhat [76]. Chiét xuat
ethanol tir vé qua ¢ hiéu qua khang khuan déng ké ddi véi vi khuan Gram duong
va Gram am & nong do 1a 500 mg/ml, véi gia tri MIC la 125 mg/ml d6i
v6i Escherichia coli va 62,5 mg/ml ddi véi Staphylococcus aureus. La mot san
pham phu tir thyc vat, vo qua Hoa moc (Osmanthus fragrans) dugc ky vong sé
dugc phét trién thanh chat bao quan hodc tac nhan khang khuan [77]. Cac nha
nghién ctru da diéu tra hiéu qua wc ché cia tinh dau tir 14 Hoa moc (Osmanthus
fragrans) d6i voi vi khuan. Khi nong do tinh dau 13 10 mg/ml, né ¢ hiéu qua trc
ché nhét dinh dbi v6i Staphylococcus aureus va hoat tinh khang khuan manh di
v6i Rhodotorula glutinis, nhung hoat tinh e ché d6i véi Escherichia coli yéu
hon. Nhin chung, nhitng nghién ctru ndy cung cip mdt huéng nghién ctru chi ra
tiém nang tri liéu cua Hoa moc (Osmanthus fragrans) dbi véi cac bénh nhiém
trung do vi khuan va nam [78].

1.4. GIOI THIEU PHUONG PHAP MO PHONG TRONG NGHIEN
CUU PHAT TRIEN THUOC.

1.4.1. Gigi thiéu vé phwong phdp nghién ciru phdt trién thuéc siz dung
cong cu o tro mdy tinh.

Nghién ctru phat trién thude sir dung cong cu hd trg may tinh (CADD) cung

cdp mot phuong phap manh mé dé danh gia nhanh chong va chinh xéac cac thu
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vién hop chat khong 16 dé tim chét tc ché enzyme tiém ning. Ngudn gbc cia né
c6 thé bat ngudn tir ngay 5 thang 10 nam 1981, véi viéc cong bd "Cudc cach
mang cong nghiép tiép theo: Thiét ké thudc bang may tinh tai Merck" trén tap chi
Fortune. Tac dong cia CADD tiép tuc mo rong, dugc thic déy boi vi¢e giam dang
ké thoi gian va chi phi lién quan dén viéc phat trién thudc méi [79,80]. CADD
tao diéu kién thuén loi cho ca viéc xac dinh chét (rc ché méi va tai st dung cac
loai thudc hién c6. CADD di dong mét vai trod trong viéc kham phé ra mot sb loai
thudc d3 duoc dua ra thi trudong, bao gém dorzolamide, saquinavir, ritonavir va
indinavir . Mot khia canh c6t 18i cia CADD lién quan dén viéc str dung céc ki
thuat tinh toan dé xac dinh chét rc ché tiém nang co ai luc lién két manh véi muc
tiéu protein. Nang lugng tu do lién két phdi tir (AG) cua chat (e ché voi protein
muc tiéu c6 thé dugce du doan chinh xac thong qua qua trinh ghép ndi phan tir va
sau d6 dugc tinh chinh bang mé phong dong luc hoc phan tir (MD) [79,80]. Theo
d6, viéc ude tinh nhanh chong va chinh x4c gia tri ndy 1a mot van dé rat can thiét
dé xéac dinh phdi tir nao co thé lién két vai thy thé hay khong.

1.4.2. Ung dung CADD trong nghién ciru thuéc dinh huéng diéu tri ung
thu

1.4.2.1. Tinh hinh ung thu ¢ trong nudc va ngoadi nuoc
Theo s6 liéu ctia T6 chire Ung thu Toan ciu (GLOBOCAN), nam 2022,

toan cau ghi nhan khoang 19,9 triéu ca mac méi va 9,7 triéu ca tir vong do ung
thu. Céc loai ung thu pho bién nhat bao gdm: Ung thu va (11,7%), ung thu phoi
(chiém 11,4%), ung thu dai truc trang (10,0%). Ung thu phoi ciing 1 nguyén nhan
hang dau gay tir vong, chiém 18% tong sb ca tir vong do ung thu. Tai Viét Nam,
theo s6 liéu cap nhat nim 2020, ty 1é mac ung thu 14 159,7 ca trén 100.000 dén,
xép thir 92 trén thé gidi, ting 7 bac so véi nam 2018. Céc loai ung thu phd bién
nhit bao gom: Ung thu gan (14,5%), phoi (14,4%), va & nir (11,8%), da day
(9,8%), dai truc trang (9,0%). Dic biét, ung thu gan c6 ty 1é mic va tir vong cao.
Viét Nam dung thir 3 thé gidi vé ty 1é mac ung thu gan, chi sau Mong C6 va Lao.
Ty 1¢ tor vong do ung thu gan tai Viét Nam cling & muac cao, véi hon 25.000 ca

mdi nam. Cac yéu to chinh dan dén ty 1¢ ung thu gan cao tai Viét Nam bao gom:
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Nhiém virus viém gan B va C: Khoang 20 triéu ngudi Viét Nam nhiém virus nay,
trong dé 8§ triéu nguodi co6 nguy co cao do viém gan, xo gan va ung thu gan. Lam
dung ruou bia: Udng ruou bia thuong xuyén giy ton thuong gan, dan dén xo gan
va ting nguy co ung thu gan. Tiéu thu thyc phdm nhiém ndm méc aflatoxin: Loai
doc t6 nay co thé giy ton thuong gan va dan dén ung thu. Viéc nang cao nhan
thire va thuc hién cac bién phap phong ngira 13 can thiét dé giam ganh ning bénh
tat do ung thu gy ra cho cong dong.
1.4.2.2. Gioi thiéu protein Topoi Il

Trong té bao Eukaryote, DNA-topoisomerase 1a cac enzyme topd xuc tic
qua trinh théo rdi cdu tric siéu xoan ctia phan tir DNA, do d6 n6 1a chia khéa dong
vai tro thiét yéu trong cac qua trinh sao chép DNA, phién mi va phan ly chromatin
trong qua trinh phan chia té bao [81,82]. DNA topoisomerase duoc chia thanh
topoisomerase I (TOP1) va II (TOP2). Topl tham gia cit cau tric soi don cua
DNA, khong ti€u thu nang lugng. Nguoc lai, TOP2A la mdt nhém enzyme xuc
tac thio xoan DNA bang cach cit hai sgi d6i DNA. Hoat dong cia nhom enzyme
nay doi hoi niang luong va sy ¢d mit ciia Mg 2* nhu mot cofactor, cho phép céc
cum DNA di qua nhau, do d6 lam thay doi trang thai topo ctia DNA [81-83].

Con ngudi biéu hién hai loai paralog topoisomerase II, dugc goi la
topoisomerase Il a va topoisomerase IIB. Chung chia sé trinh tu axit amin quan trong
& mirc 68%, vai vi tri xlic tac ciia protein chia sé khoang 78% tinh dong nhat [83]. Trong
pham vi nghién ctru nay, chiing toi chi dé cap dén topoisomerase Il o nhu mot dau hiéu
té bao ung thu vé vai tro quan trong ctia né trong su tang sinh té bao va phan ly nhiém
sdc thé [83,84].

Gen mi héa dang alpha ctia topoisomerase nam ¢ nhiém sac thé 17. Néu mot s6
dot bién xay ra & gen nay, chung sé& lién quan dén su tién trién cua tinh trang khang
thudc. Bén canh d6, dot bién tir gen ma hoa dan dén gidm hoat dong cua enzyme nay,
diéu nay ciing anh huong dén vai trd trong Ataxia-telangiectasia, lién quan dén viéc phat

hién t6n thuong DNA va gitp kiém soét tdc do ting trudng va phan chia té bao [85].
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Hinh 1.1. Nhiém sdc thé 1chinh 2Lién két DNA TOP2A Ciia con nguoi
1.4.2.3. Chic néng té bao ciia Topoisomerase o 3Cdt va néi xodn DNA [88]
Bén canh d6, phan ung cit doi hoi su xuit hién cta ion kim loai hoa trj hai
nhu Mg?* | lién quan tryc tiép dén co ché xuc tac caa TOP2A (hinh 1.5). Mg?*
déng vai tro quan trong trong ca cau tric va chtrc nang ctia topoisomerase Ilo nhu
hoat hoa chét chu van nucleophile tAn cong tyrosine; on dinh tyrosine; on dinh

trang thai chuyén tiép; va 6n dinh nhom roi (3'-oxy) [88,89].
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Hinh 1.2. Vai tro ciia Mg?* trong co ché xiic tac cua TOP2A [88]

Qua trinh tai niém phong tiép theo duoc bat dau bang mot axit cung cap
hydro cho nhém hydroxyl dau 3' ctia deoxyribose, axit ndy c6 thé 1a mot phan tir
nude hodc cac chit can chua xac dinh trong vi tri hoat dong ciia TOP2A [88,89].

Trang thai tam thoi trung gian ctia phitc hop cét enzyme-DNA thudng ton
tai trong thoi gian ngan va ngay lap tirc ¢6 thé dao nguoc. Chinh lién két cong hoa
tri ciia enzyme-DNA dong vai trd quan trong trong co ché TOP2A. Pau tién, ning
luong lién két cua xuong séng DNA deoxyribose-phosphate dugc bao toan bai
cac phirc hop cit enzyme-DNA tam thoi. Thir hai, lién két enzyme-DNA ciing
bdo toan tinh toan ven cua vat liéu di truyén trong sudt su kién cit, ngan ngura dot
bién tai t6 hop va chuyén vi vi cac phtic hop trung gian ngin chudi DNA bj phan
tach khoi enzyme [88].

Ngoai ra, topoisomerase IT 1a mot loai enzyme gay doc gen thiét yéu. Trong
cac té bao binh thudng, nhing thay d6i vé ndng do phiic hgp phan cit enzyme-

DNA duoc coi 1a tin hiéu sinh hoc. Cac té bao khong thé thao g& nhiém sic thé
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va cudi cung s& chét do that bai trong nguyén phan néu sé luong phtic hop phan
cat topoisomerase II-DNA giam qua thap. Cac hoat dong ctia DNA trong hé théng
bao cdo giam sat c6 thé thay doi cac phirc hop tam thoi ndy thanh cac dut giy
mach d6i vinh vién duéi dang cac du hiéu sinh hoc néu sb lugng phirc hop phan
cit ting qua cao. Do céac dirt gily DNA, su tc ché cac hoat dong DNA quan trong,
su chuyén vi nhiém sic thé va cac bat thuong DNA khéac duoc tao ra. Qu4 trinh
apoptosis co thé bit dau néu cac dut giy mach déi ap dao té bao [86,88].

Tai Viét Nam, loai hoa nay moc hoang ¢ Ninh Binh, Kon Tum va dugc
trong & nhiéu noi. Hoa moc dung dé uép tra, dung lam nguyén liéu chinh cho mén
banh qué hoa, mot s6 bd phan khac cua cay cling dugc dung lam cac vi thube
trong dong y. La ngudn cung cap ddi dio cac chit dinh dudng da dang nhu khoang
chat, protein, dong thoi cling cac giau nhitng hop chét ty nhién nhu flavonoid,
terpene, proanthocyanidin, axit hitu co, axit béo, cac hop chat dé bay hoi,
polysaccharide, sterol,..... voi nhiéu hoat tinh sinh hoc nhu khang viém, chéng
oxy hoa, ha duong huyét, khang khuan,....[1,2,4]. Hién tai, cic nghién ctru vé loai
Hoa moc (Osmanthus fragrans) tai Viét Nam chi tip trung vao mo ta va tong két
kinh nghiém str dung trong y hoc dan gian, chua c6 nghién ctru vé thanh phan hoa

hoc va hoat tinh sinh hoc cua loai nay.
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CHUONG 2. POI TUQNG,
PHUONG PHAP NGHIEN CUU VA THUC NGHIEM

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

Mau Hoa mdc thu hai tai Vuon Qué)c gia Cac Phuong, huyén Nho Quan,
tinh Ninh Binh vao thang 08 nim 2024, dugc Tién si Nguyén Québc Binh - Bao
tang thién nhién Viét Nam (VAST) xac dinh tén khoa hoc 1a Osmanthus fragrans
(Thunb.) Lour.), ho Oleaceae (O liu).

Hinh 2.1. Cay Hoa moc
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.2.1. Phwong phdp xir Iy méu

MObi nhom chét thuc vat ¢ dic tinh hoa 1y riéng, doi hoi quy trinh xir 1y
mau chuin nham tranh phan huy hoat chit. Cac budc xur Iy mau 14 Hoa moc
(Osmanthus fragrans) dugc thuc hién nhu sau:

Lam sach mau: Rura b'fmg nude dé loai bo tap chét, loai bo 14 gia, dap nat.

So ché: Pé rao nude tu nhién & nhiét do phong, noi thoang mat.

Péng géi: Cho mau vao tii ludi chuyén dung, gan nhan thong tin bang but
chi (dé trong tdi nilon chéng thim).

Sdy khé: Say & nhiét d6 <60°C dén khdi luong khong doi.

Nghién mdu: Xay thanh bot tho (tranh qua min), dong goi kin trong tui
nilon.

Lueu triF: Ghi nhan ma mau va thong tin twong (mg. Bao quan ¢ diéu kién

khé, tranh am mébc dé ngan phan huy hoat chat.
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2.2.2. Phwong phdp chung cit 16i cuon hoi nwée cé siv dung vi séng

Trudce day, dé tach chiét va thu nhan tinh dau tir cdc nguyén liéu thuc vat,
phuong phéap chung cit 16i cudn hoi nuée thudng duge sit dung. Tuy nhién, gan
day phuong phap chung cit 16i cudn hoi nude c6 sy hd tro cua Vi song (MAHD-
Microwave Assisted Hydrodistillation) dugc wa dung hon so véi phuong phap
truyén théng do chiing c6 wu diém vé gia thanh va thoi gian, ciing nhu than thién
v6i moi trudng va lugng nang luong tiéu thy ciing thap hon. Phuong phap chung
cat 161 cudn hoi nudc ciing cd thé cai thién hiéu suat va chat lugng san pham.
Nguyén nhan 1a do qua trinh dun néng bang vi séng lam noéng vat chit tir trong ra
ngoai, sy tang nhiét cuc bo tirc thoi cia vat chat 1a do sy quay ludng cuc va su
dan truyén ion. Duéi su tac dong cta dién trudng, c6 su dinh hudng cua cac ludng
cuc dién, tao ra sy tuong tac gitra di¢n truong vo1 cac phan tr bén trong hop cht,
tir d6 tao ra sy ma sat gitta cac phan tir & bén trong hop chat. Sy ma sat d6 gay ap
sudt 1én bén trong thanh cua cac té bao tinh dau va ép tinh dau ra khoi té bao, 1am
cho tinh dau duoc tiét ra hidu qua hon.
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2.2.3. Phuwong phdp xdc dinh thanh phéan héa hoc cia tinh dau Hoa méc

Thanh phan hoéa hoc cua tinh dau Hoa moc duoc xac dinh bang cach st
dung hé thong sic ki khi ndi ghép khdi pho GC7890A (Agilent) — MSD5975C
(Agilent) tai phong Phan tich hoa hoc thuoc Vién Hoa hoc cac Hop chat thién
nhién.

Trong d6, pha tinh 1a c6t mao quan HP — SMS (duong kinh 0,25 mm, chiéu
dai 60m, d¢ day 16p phim trang cot 1a 0,25 pm), pha dong 1a khi Heli.

Hinh 2.3. May GC — MS Agilent Technologies 5975C

Nguyén tic: Cac cdu tir cia mau nghién ctru sé& tach ra khoi cot mao quan
va di vao trong dau do khdi phd. Tuy thudc vao ban chit cua loai chat can phan
tich ma qua trinh ion hoéa véi cac kiéu ion hoa khac nhau s& dién ra. Sau d6, cac
ion duoc ghi nhan bai dau do. Mbi loai hoa chat sau khi duoc phan tich bang may

sac ky khi ghép phéi kho s& cho ra mot mé hinh d6 thi. Sau d6, mang phdi kho



30

thu dugc di so sanh vdi mot thu vién phéi kho di duoc xac dinh trude. Tir d6 c6
thé xac dinh dugc loai chat nay 14 gi.

2.2.4. Phwong phdp chiét xudt

Mau sau khi xay nho dugc tién hanh ngam chiét 3 1an véi ethanol (96%)
bang phuong phap siéu 4m & nhiét d6 phong. Dich chiét tong thu dugc sau qua
trinh nay duoc ¢ quay chan khong ¢ nhiét do <50°C dé thu can ethanol tho.

Can ethanol tho dugc hoa tan trong nudc cAt va tién hanh chiét phan doan
1an luot véi cac dung mdi co dd phan cuc ting dan: n-hexane va ethyl acetate. Sau
khi ¢6 dudi dung moi bang hé thong c6 quay chan khong, thu duge cac phan doan
cao tuong ung: cao N-hexane, cao ethyl acetate va cao nudc.

2.2.5. Phwong phdp phén Igp cdc hop chit

Cac dich chiét thuc vat duoc phan tich va tach chiét thong qua h¢ théng sdc
ky 16p mong (TLC) va sac ky cot (CC).

Sdc ky 16p méng (TLC): Str dung ban moéng DC-Alufolien 60 F254 va RP-
18 F254S (Merck, kich thudc hat: 0.25 mm). Phat hién hop chat bang UV & budc
song 254 nm va 365 nm. Thude thir vanilin/H,SO4 5% trong methanol

Sac ky cot (CC): Pha tinh 1a Silica gel 60 (Merck, kich thudc hat: 0,040-
0,063 mm). H¢ dung moi giai ly: St dung dung moéi phu hop

2.2.6. Phwong phdp xdc dinh cédu triic hop chat

Céu tric cac hop chat duoc xac dinh bang cac phuong phap vat Iy va pho:

- Nhiét d¢ nong chay (mp):

Thiét bi: May Kofler micro-hotstage

- Phé céng hwéng tir hat nhan (NMR)

Thiét bi: May Bruker Avance 500 MHz

Diéu kién do: Chuan nodi: TMS (Tetramethylsilane)

K¥ thuat 1D: '"H-NMR, *C-NMR, DEPT

K§ thuat 2D: HMBC, HSQC

2.2.7. Phwong phdp thii nghiém hoat tinh sinh hoc

2.2.7.1. Phirong phdp thir nghiém hoat tinh khdng vi sinh vt kiém dinh

Hoat tinh khang vi sinh vat dugc danh gia bang phuong phap vi luong (96-
well microtiter plate) theo Vander Bergher & Vlietlinck (1991) va McKane &
Kandel (1996) [90]. Ching vi sinh vét kiém dinh:
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Vi khuin Gram (-): Escherichia coli (ATCC 25922) va Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 25923).

Vi khuan Gram (+) : Bacillus subtilis (ATCC 11774) va Staphylococcus
aureus (ATCC 11632).

Nam soi: Aspergillus niger (439) va Fusarium oxysporum (M42).

Nim men: Candida albicans (ATCC 7754) va Saccharomyces
cerevisiae (SH 20).

Ching duong: Streptomycin (Gr+), Tetracyclin (Gr-),
Nystatin/Amphotericin B (ndm) pha trong DMSO. Chirg 4m: Mau khong chira
khang sinh hodc chat thir.

Cach tién hanh: Hoat héa ching, pha lodng theo McFarland 0,5. U &
37°C/24h (vi khuan) hodc 30°C/48h (ndm).

Panh gia: Cac miu duoc pha lodng theo cac thang nong do thap dan, dé
tinh nong do trc ché tdi thiéu (MIC) 12 nong d6 ma ¢ d6 vi sinh vat bi rc ché gan
nhu hoan toan.

2.2.7.2. Phwong phdap MTT thir nghiém hoat tinh gdy déc té bao

Nguyén ly: Phuwong phap MTT  [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] duoc NCI (M¥) cong nhén 1a tiéu chuan sang loc hoat
tinh tc ché ting sinh té bao. Co ché dua trén phan tmg khir MTT thanh formazan tim
nhd enzyme oxidoreductase phu thuéc NADPH trong ty thé [90].

Dong té bao: Hep-G2 (ung thu gan) va A549 (ung thu phdi), cung cap bdi ATCC
(M) va CLS (Pic), nudi cay trong DMEM/EMEM/RPMI 1640 (b6 sung L-glutamine
2 mM, khang sinh, huyét thanh bd 5-10%) & 37°C, 5% CO, .

Quy trinh: Té bao (1,5%10° té bao/giéng) duoc u véi miu thir (ndng d6 6,25—
100 pg/ml véi cao chiét, 1-50 uM véi chat tinh khiét, 13p 3 14n) trén phién 96 giéng.
Chtrng duong: Paclitaxel (Taxol) trong DMSO. Formazan hoa tan trong DMSO, do OD
bang may Infinite F50 (Tecan, Thuy ST) & A = 540/720 nm.

Dénh gia: Mau c6 % @c ché >50% duoc tinh ICso (ndng do tc ché 50% té bao
song) bang phan mém TableCurve.

2.2.8. Phwong phdp sang loc do in silico [88,89]

2.2.8.1. Chudn bj cau triic ligand va protein
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CAu trac ba chiéu cua cac hop chat nghién ctru duoc chudn bi bang
MarvinSketch 19.27.0 va PyMOL 1.3.r1. Sau d6, qua trinh cuc tiéu hoa ning
lwgng va tinh toan luong tir thuc hién voi ham B3LYP/6-31g(d,p) su dung phan
mém Gaussian 09.

Mo hinh céu trc tinh thé cia protein Topoimerase II dugc ldy vé tir ngan
hang co s¢ dit liéu Protein (PDB Bank) véi ID 1a SGWK. Hop ludi co6 toa d§ tam
1a -7.109 x -35.196 X -2.684 va kich thudc hop 1422 x 22 x 22 A.

2.2.8.2. Mé phong ldp ghép phan tir sir dung AutoDock Vina 1.2.5

Viéc mé phong lap ghép phan tir st dung phin mém AutoDock Vina 1.2.5
voi ham tinh diém AutoDock4 dugc thuc hién véi tham sb exhaustiveness 1a 100.
Sy chénh léch nang luong tdi da giita diém nang luong lién két tu do kém nhét va
tot nhat dugc x4c dinh 14 7 kcal/mol. C4u hinh lién két t6t nhat 14 cau hinh c6 i
luc lién két phéi tir v6i protein 16n nhat.

2.2.8.3. Mo phong dong hoc phdn tir

GROMACS phién ban 2019 duoc sir dung d¢ mo phong su thay d6i cau
tric ctia phirc hé protein + chat trc ché. Cac tham s6 cho moé phong dong hoc phan
tir (Molecular dynamic — MD) s€ dugc tham khao tir nhitng nghién ctru trude do.
Cac budc thoi gian trong mo phong MD s€ dugc dat 1a 2 fs. Su tuong tac tinh dién
s& dugc bat chudc thong qua phuwong phap Particle-Mesh Ewald nhanh min.
Tuong tac van der Waals (vdW) gifra cac hat c6 hi€u qua trong pham vi 0,9 nm.
Hé hoa tan s& dugc cuc tiéu hoa bang phuong phap steepest descent. Hé da cuc
tiéu ning luong s& duoc hdi phuc trong 100 ps md phong NVT (constant number
(N), volume (V), temperature (T)) va 2 ns m6é phong NPT (constant number (N),
pressure (P), temperature (T)) & nhiét do 310°K. Trong qua trinh m6 phong NVT
va NPT, céc nguyén ti C, clia protein dich s& duoc “giit ¢ dinh” lai bang mot luc
diéu hoa nho. Cac toa dd cia céac phtrc hé s& dugc ghi nhan sau mdi 10 ps.

2.2.8.4. M6 phdng kéo nhanh phéi tir (FPL)

CAu hinh cubi cung ctia mdé phong NPT s& duoc st dung lam cau tric ban
dau cho mo phong dong luc hoc phan tir c6 hudng (Fast pulling ligand-FPL). Cac
hé trong md phong FPL bao gdm 1 protein, 1 phdi tir, 15.000 phan tir nudc va cac



33

ion Na* (tong sé khoang 50.000 nguyén tir). Téc do kéo (v) va hé s6 10 xo (k) s&
duoc dat twong ung & 0,005 nm ps? va 600 kJ mol? nm. Trong qué trinh mo
phong, cac nguyén tir C, ctia protein dich s& bi ¢d dinh bang cach st dung thé
nang diéu hoa yéu. Mot luc diéu hoa s& duoc dit vao khdi tim cua chét tre ché dé
tach n6 ra khoi khoang lién két cua protein dich. Gia tri luc kéo va su dich chuyén
ctia phdi tir doc theo truc Z s& dugc ghi lai sau mdi 0.1 ps. Cac mé phong FPL ¢o
thé s& duoc 1ap lai voi 8 quy dao doc lap dé dam bao léy mau md phong.

2.2.8.5. Cong cu phan tich

Két qua thu dugc tir AutoDock Vina 1.2.5 duoc phan tich bang phan mém
PyMOL va Discovery Studio Visualizer. PyMOL duoc sir dung dé tinh toan
khoang céach cua cac lién két hydro (Hydrogen Bond - HB) dugc do giira hydro
va nguyén tir lién két twong tmg nd. Lién két hydro dugc xac dinh néu gbc cua
nguyén tir nhan (A)-hydro (H)— nguyén tir cho (D) 16n hon 135° v4i khoang cach
tir A dén D nho hon 0,35 nm.

Dia diém thuc hién cac thir nghiém: Vién Héa hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong ngh¢ Viét Nam

2.3. THUC NGHIEM

2.3.1. Phwong phdp xir Iy mau

Xay nho - —
L4 Hoa moc kho — Bot nguyeén li¢u
1. Ethanol (x 3 lan) + siéu 4m
] 2. Cat loai dung moi

Cao ethanol

(OF, 3059)
1.B6 sung nudc )
2. Chiét ethyl acetate + cat quay

| ]
Cao ethyl acetate Cao nuocC
(OFE, 125 g) (OFW, 180 g)

Hinh 2.4. So d6 chiét mau 14 Hoa moc (Osmanthus fragrans)
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L4 twoi Hoa mdc (Osmanthus fragrans) (7 kg) dugc sdy kho & 60°C dén
khéi lwong khong d6i, thu dugc 2 kg 14 kho. Sau d6 duge nghién nho va ngdm
chiét véi ethanol (EtOH) ba lan c6 hd tro siéu 4m ¢ nhiét 6 phong. Dich chiét
tong dugc co quay loai bo dung moéi, thu duoc cao EtOH thd (OF, 305 g). Cao
OF duoc hoa tan trong nudc va tiép tuc chiét phan doan véi ethyl acetate
(EtOAc). Dich chiét EtOAc dugc c6 kiét dung moi, thu dugc cao ethyl acetate
(OFE, 125 g), trong khi phan dich nuéc con lai duge lam khé, thu duoc cao
nude (OFW, 180 g). Viéc thu nhan céc dich chiét tir 14 Hoa moc duge tom tit

trong so d6 2.4.

2.3.2. Churng cit 16i cuén hoi nwéc sie dung vi séng

Hé thong thu nhéan tinh ddu Hoa moc duoc sir dung trong nghién ciru nay
bao gdm 10 vi song R201-A ciia SHARP, ¢6 vai trd nhu mot ngudn nhiét cho qua
trinh chung cét 16i cudn hoi nuéc va mot bo chung cat tinh dau Clevenger. Mot
binh ciu 2000mL duoc dit vao trong 10 vi song, ndi véi hé théng chung cat dat
bén ngoai 10, c6 vai tro ngung tu hdn hop hoi nude va tinh dau, tach riéng ching

do c6 su khac nhau vé ti trong.

Ae a1 Lap hé thong
Nguyén ligu —> Can —> Nhoi Zgg binh —>| chung cat co
ho trg vi song
|
v
AL A Rut vio 6ng A Hut tinh dau
Chiét tinh dau —> eppendorf —> Ly tam —> vao 1o
|
v
Danmhan, o\ ing gay
4o quan

Hinh 2.5. So d6 quy trinh chung cat tinh dau Hoa moc bang phuong phap chung

cat hoi nude c6 st dung vi song.
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Thuyét minh quy trinh:
Buéc 1: Chuin bi nguyén liéu

Hoa moc thu vé duge so ché bo 14 va phﬁn hoa bi thdi, hong, dé trong tu

Buéc 2: Chung cit

- Mau sau khi xtr 1i duoc can béng can dién tur.

- Chuyén toan bd lwong miu trén vao binh cau dung tich 2 lit. Sau d6
thém vao binh cau mot lugng nudce theo ti 1€ nude: nguyén li¢u da xac dinh
trude phu hop véi thi nghiém.

- Lap bo chung cat tinh dau

- Bat nudce sinh han, cam 10 vi song.

- Thot gian duge do ngay sau khi 10 dugcbat
Chu ¥ dam bao dong nude trong sinh han ludn duoc cap lién tyc.

Buéc 3: Thu nhén tinh dau

- Qua trinh chung cat duoc dién ra cho dén khi luong tinh dau trong
nguyén liéu khong ra thém duoc nira thi tién hanh chiét tinh dau thé ra nho
b6 chiét.

- Trong qua trinh chung cit, hdn hop tinh dau va nudc dugc ngung tu
trong ong chia vach. Nudc va tinh dau c6 ti trong khac nhau nén s& phan
16p trong 6ng (nudc ning hon sé ¢ phia dudi con tinh dau nhe hon s& nam
trén).

- Sau d6, cho tinh dau tho vao lo thuy tinh va tién hanh 1am khan bang

- NaySO, khoang 1 gio rdi dung pipet hit tinh dau cho vao lo dung
tinh dau, day nut kin va bao quan trong ti lanh ¢ nhi¢t d§ 40C trudc khi
dem phan tich.

2.3.3. Xdc dinh thanh phan héa hoc cia tinh ddu Hoa méc

Cach tién hanh: Ché d6 phan tich: Luong mau bom vao detector véi diéu

kién phan tich nhu sau:

Piéu kién GC:
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- Nhiét do bat dau qua trinh hoa hoi: 60°C, nhiét do két thuc qua trinh
hoéa hoi: 240°C.

- Qua trinh chay: Khi bét ddu bom mau thi gilt nhiét do cua 10 & 60°C
trong vong 5 phit gitp hoa hoi toan luong dung moi dé hoa mau trude khi
bom vao may. Tiép d6 nang nhiét cta 10 1én dan véi tbe do 40C/phit, khi
nhiét d6 nang 1én 240°C thi luu nhiét trong 15 phit roi ha nhiét tir tir két
thiic qua trinh.

Picéu kién MS:

- Nhiét d6 cua ngudn ion hoa: 230°C, nhiét d6 budng chuyén tiép:
270°C, ion hda mau ¢ thé ion hoa 70eV, toc d6 chia dong 1:100. Khi mang
1a Heli, téc do: 1 ml/phut.

- Luwong miu tiém vao Injector mdi lan 1a 1 pl. Tinh dau dugc pha
lodng trong CH30H dén nong do 5%.

Xir Iy két qua: St dung thu vién phd WO9NOS, HPCH1607 va thu vién
truc tuyén NIST Chemistry WebBook dé xtr Iy két qua nhan dugc.

2.3.4. Phdn ldp va tinh ché cdc hop chat

Lay cao etlyl acetate (OFE, 100g) duoc tach trén cot silica gel voi hé dung
moi dichloromethane-methanol (0—100% methanol) thu dugc 6 phan doan
(OFE1— OFEY).

Phan doan OFE3 (5,2¢g) duogc tach lai trén cot silica gel voi hé dung moi la
n-hexane/ethyl acetate (99:1—10:1) dugc 3 phan doan nhé (OFE3a—OFE3c).
Phéan doan OFE3a duoc két tinh lai trong dung méi n-hexane/ethyl acetate (30:1)
thu dugc hop chat luteolin (10,5 mg: 1), dang v6 dinh hinh, mau vang nhat. Phan
doan OFE3b duoc két tinh lai trong dung moi acetone thu duogc hop chét oleanolic
acid (10,8 mg: 2), dang bot, mau trang.

Phan doan OFE4 (7,0g) duoc tach lai b.'?lng cot RP-18 voi1 h¢ dung moi
methanol/nudce (7:3—3:7) thu dugc 5 phan doan (OFE4a—OFE4e). Phan doan
nho OFE4c dugc két tinh lai trong dung méi acetone thu dugc hop chat ursolic
aldehyde (9,0 mg: 3), dang bot, mau trang. Phan doan nhé OFE4d dugc tinh ché
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lai bang Sephadex LH-20 v&i dung méi methanol sau dé két tinh lai trong

methanol thu dugc hop chat quercitrin (8,2 mg: 4), dang vo dinh hinh, mau nau.

g H: Hexanee
E: Ethylacetate

‘ D: Dichloromethane

SiO2, DM (0—100%) M: Methanol

l HE 50:1 DM 10:1
v

OFE3 OFE4
(5.29) (7,09)

SiOs, HE (99:1—10:1) ‘

OFE3a [ OFE3b ] OFE4c OFE4d

RP-18, M/W (7:3—3:7)

wld

) Két tinh Sephadex LH20
Két tinh Két tinh acetone acetone MeOH
acetone
\ 4
1 3 OFE4d1
2 9,0 mg
10,5 mg 10,8 mg
Két tinh
acetone

4
8,1 mg

Hinh 2.6. So @ phan 1ap cac hop chét tir Hoa moc (Osmanthus fragrans)

Hiing s6 vat 1y va dir liéu pho ciia cac chit phan lap dwoc tir Hoa mdc
(Osmanthus fragrans):

- Hop chat luteolin (1, 10,5 mg) thu duoc dudi dang v6 dinh hinh, mau
vang nhat, nhiét 46 nong chay 329-330 °C. Dit liéu pho 'H- va ®C-NMR cua 1
xem muyc 3.3.1.1, trang 38.

- Hop chat oleanolic acid (2, 10,8 mg) thu duoc dudi dang bot, mau trang,
nhiét d6 nong chay 300-302 °C. Dir liéu phd H- va BC-NMR cua 2 xem muc
3.3.2.1, trang 53.
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- Hop chit ursolic aldehyde (3, 9,0 mg) thu dugc dudi dang bot, mau
trang, nhiét d6 nong chay 218-220 °C. Dit liéu phd 'H- va C-NMR cua 3 xem
muc 3.3.2.2, trang 60.

- Hop chéit quercitrin (4, 8,2 mg) thu dugc dudi vo dinh hinh, mau nau,
nhiét do néng chay 177-179 °C. Dir liéu phd *H- va BC-NMR cua 4 xem muc
3.3.1.2, trang 46.

2.3.3. Ddnh gid hoat tinh sinh hoc in vitro ciia cdc hop chdt sach phin
ldp diwgc

Hoat tinh khang vi sinh vat duoc danh gia bang phuwong phap vi lugng (96-
well microtiter plate) theo Vander Bergher & Vlietlinck va McKane & Kandel va
hoat tinh gay ddc té bao duoc danh gia bang phuong phap MTT. Két qua dugc
thé hién nhu muc 3.2, trang 68.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. VE THANH PHAN HOA HQC

3.1.1. Két qud xdc dinh thanh phéan héa hoc cia tinh dau Hoa mgc

Do tinh dau 1a mot hdn hop nhiéu hop chit hiru co khac nhau, c6 tinh chat
va tac dung khac nhau, nén viéc phén tich thanh phan tinh dau thu duoc 1 vo cing
can thiét dé danh gia hiéu qua cua qua trinh tach chiét, ciing nhu danh gia tiém
nang cua tinh dau thu duoc. Do d6, mau tinh dau Hoa mdc duge trich ly bﬁng
phuong phap chung cét hoi nuée c¢6 su hd tro vi song va dugc dua vao phan tich
thong qua hé théng GC/MS nham phan tich thanh phan tinh dau, tir d6 thdy duoc
su khac nhau vé thanh phan héa hoc va ham luong thanh phan qua cac miu tién
hanh do.

Tir két qua phan tich thanh phan tinh dau c6 trong tinh dau Hoa moc phan
tich bang phuong phap GC/MS duoc trinh bay tai bang 3.1 cho thay c6 tong cong
19 céu tir duoc xéac dinh, chiém 92.28 % téng ham lugng tinh dau. Cac chét trén
thudc loai: sesquiterpene, din xuat cila sesquiterpene, monoterpene, aldehyde,
este.Theo nghién clru, mot s6 thanh phﬁn chinh cua tinh diu Hoa moc la:
Cinnamaldehyde <2-hexyl-(E)-> (22,74%); Dihydromyrcenol (21,60%); Linalool
(18,58%); Geraniol (8,07%).

Bang 3.1. Thanh phan hoa hoc cua tinh ddu Hoa moc thu nhan dwoc tir phuong

phéap chung cat 161 cuén hoi nude ¢ sy hoc trg cua vi song.

STT | Thei gian RI Tén cau tir %FID
1 11,18 992 myrcene 0,98
2 12,55 1034 limonene 1,75
3 12,59 1035 (2)-p-ocimene 0,15
4 13,90 1074 dihydromyrcenol 21,60
5 14,89 1103 linalool 18,58
6 15,90 1132 allo-ocimene 0,15
7 17,18 1169 benzyl acetate 6,67
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8 19,32 1230 citronellol 5,58
9 19,37 1232 nerol 0,40
10 20,25 1258 geraniol 8,07
11 24,47 1384 (E)-a-damascone 0,21
12 27,21 1471 cylamen aldehyde 1,67
13 27,39 1477 y-decalactone 0,29
14 27,82 1490 y-methyl ionone 1,01
15 28,99 1529 6-methyl-alpha-ionone 0,33
16 30,57 1583 y-undecalactone 0,21
17 32,86 1663 cis-methyl dihydrojasmonate 0,55
18 35,56 1761 2-hexyl-(E)-cinnamaldehyde 22,74
19 36,20 1785 2-hexyl-(Z)-cinnamaldehyde 1,34

Tong 92,28

A

X

g A
Ei ?l Il . EE B
w 1.5 RUAY i LI

10w

-

2w am = m

Hinh 3.1. Scc ky dé cua tinh dau Hoa méc thu dwoc tir phwong phdp chung cat

161 cuon hoi nuwoc co sy ho tro Cua vi song.
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Céc hop chét terpenoid chiém uu thé, trong khi cac hop chat khac thuong
xuat hién véi s6 luong nhé hon. Rong-zhang Mai va cac dong nghiép ciia minh
da dung phuong phap GC-Ms va phat hién ra 48 cac hop chét c6 trong tinh dau
Hoa mdc cuia ho véi cac thanh phan chinh nhu: linalool (28,6%), y-decalactone
(14,02%) va (Z)-p-ocimene (10,25 %) [76]. Tuy nhién ham luong cac chét thu
dugc c¢6 su khac nhau. chang han nhu trong bai nghién ctru ndy, ham luong
linalool thu duoc 1a 18,58% , trong khi d6 lugng linalool thu dugc cia nhom
nghién ctru Rong-zhang Mai 1a 28,6% ; hay ham lugng decalactone cua bai nghién
ctru nay la 0,29% it hom so v61 cua nhom tac gid Rong-zhang Mai 1a 14,02%.
Diéu nay co thé giai thich 1a do su khéac nhau cua khi hau thu hai, cach thu hai,
ngay thu va phuong phap chi ra tinh dau khac nhau.

3.1.2. Cdc hop chat flavonoid

3.1.2.1. Hop chadt luteolin (1)

Pho *H-NMR cua 1 quan sat dugc tin hi€u ctia nam proton thom tai oy 7,46
(1H, brs, H-2"), 7,43 (1H, brs, H-6"), 6,92 (d, J= 8,5 Hz, H-5"), 6,83 (1H, d, J= 2,5
Hz, H-8) va 5,09 (1H, dd, J= 2,5 va 7,5 Hz, H-6). Trong do, c6 ba tin hiéu proton
thom dudi dang hé AB ctia vong A tai 64 5,09 (1H, dd, J=2,5 va 7,5 Hz, H-6) va
6,83 (1H, d, J= 2,5 Hz, H-8); ba tin hi¢u proton thom dudi dang hé¢ ABX ctia vong
B tai oy 7,46 (1H, dd, J= 2,5 va 8,5 Hz, H-2'), 7,43 (1H, d, J= 2,5 Hz, H-6') va
6,92 (d, J= 8,5 Hz, H-5'). Pho 'H-NMR ctia 1 con xuat hién tin hiéu proton tai
12,03 ppm dic trung ctia nhom hydroxyl lién két cau hydro ndi phan tir véi cacbon
thudc nhom cacbonyl tai C-4 va tin hiéu ctia proton nhom methine tai 616,65 (1H,
s, H-3) dac trung cta khung flavone.

Pho ®C-NMR két hop véi pho DEPT ciia 1 xuét hién 15 tin hiéu cua 15
carbon gdom c6 tin hiéu ctia 01 nhém carbon carbonyl tai 8¢ 184,0 (C-4); tin hiéu
ctua 06 carbon bac 4 c6 oxygen tai cac oc 164,8 (C-2); 162,9 (C-5); 166,9 (C-7);
158,9 (C-9); 147,1 (C-3") va 151,2 (C-4"). Tin hiéu ctia 02 carbon bac 4 vong thom
khong c6 oxygen tai d¢c 107,1 (C-10) va 121,5 (C-1"); tin hi¢u cua 06 carbon
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methine c¢ tai o¢ 104,1 (C-3), 101,6 (C-6); 96,0 (C-8); 114,2 (C-2'); 116,8 (C-5")
va 121,3 (C-6").

Phén tich dir liéu phd *H-NMR, 3C-NMR, DEPT, HSQC va HMBC cua 1,
két hop cac dir kién pho thu duoc va so sanh véi tai liéu tham khao [91] cho phép
xéac dinh hop chat 1 chinh 1a luteolin hay 3',4’,5,7-tetrahydroxyflavone. Ciu truc
hoa hoc va twong tac HMBC (H—C) chinh ctia 1 dugc thé hién nhu hinh 3.2.

OH O

Hinh 3.2. Céu tric hoa hoc va twong tic HMBC (H—C) chinh cua 1
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Bang 3.2. Dit liéu ph6 'H- va *C-NMR cua 1 va chat tham khao [91]

1 (*H: 500 MHz, 3C: 125 MHz, CD3;0D) [91]
STT
oc on (mult., J Hz) #oc
2 164,8 - 166,1
3 104,1 6,65 (1H, s) 103,9
4 184,0 - 183,9
5 162,9 - 163,2
6 101,6 5,09 (1H, dd, J=2,5 va 7,5 Hz) 100,2
7 166,9 - 166,4
8 96,0 6,83 (1H, d, J= 2,5 Hz) 95,0
9 158,9 - 159,4
10 107,1 - 105,3
1' 121,5 - 123,7
2 114,2 7,46 (1H, brs) 114,2
3 1471 - 151,0
4 151,2 - 151,0
5' 116,8 6,92 (d, J=8,5 Hz) 116,8
6' 120,5 7,43 (1H, brs) 120,3

#dc ctia luteolin (*H: 500 MHz, 3C: 125 MHz, CDsOD) [91]

3.1.2.2. Hop chat quercitrin (4)

Phd *H-NMR ctia 4 cho thdy nam tin hiéu proton thom tai: 8y 7,35 (1H, d, J= 2,0
Hz, H-2'), 7,28 (1H, dd, J= 8,5 va 2,0 Hz, H-6"), 6,90 (1H, d, J= 8,5 Hz, H-5'), 6,40
(1H,d, J=2,0Hz, H-8) va 6,22 (1H, d, J= 2,0 Hz, H-6). Trong d6, mot cap proton thom
lién két meta xuat hién tai 8y 7,35 (1H, d, J= 2,0 Hz, H-2") va 7,28 (1H, dd, J= 8,5 va
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2,0 Hz, H-6"), hon nira proton tai dy 7,28 (1H, dd, J= 8,5 va 2,0 Hz, H-6") con co lién
két ortho voi proton tai &y 6,90 (1H, d, J= 8,5 Hz, H-5") voi héng sb tuong tac J = 8,5
Hz, d3 x4c nhan sy c6 mit ctia ba nhom thé trén vong B. Hai proton thom con lai lién
két meta tai 8y 6,22 (1H, d, J= 2,0 Hz, H-6) va 6,40 (1H, d, J= 2,0 Hz, H-8) cho thiy
su thé hai nhom hydroxyl trén vong A cua khung flavone.

Pho C-NMR két hop vé6i phd DEPT ciia 4 xuat hién 21 tin hiéu ctia 21 carbon
(15 tin hiéu ctia phan aglycone va 06 tin hiéu cia duong L-thamnosyl). Phan aglycone
gdm ¢ tin hiéu cia 01 nhém carbon carbonyl tai 8¢ 177,9 (C-4); tin hiéu ctia 07 carbon
bac 4 ¢ oxygen tai cac 5c 156,5 (C-2); 134,8 (C-3); 161,6 (C-5); 164,5 (C-7); 157,0 (C-
9); 145,4 (C-3") va 148,8 (C-4'); tin hi€u cua 02 carbon bac 4 khong cd oxygen tai ¢
103,9 (C-10) va 120,8 (C-1"); tin hiéu cta 05 carbon methine tai 93,6 (C-8); 98,8 (C-6);
115,5 (C-2"); 115,5 (C-5") va 121,3 (C-6'); Tin hi¢u ctia 6 carbon duong L-rhamnosyl
tai 5¢c 102,0 (C-1"), 69,9 (C-2"), 70,9 (C-3"), 71,6 (C-4"), 70,5 (C-1") va 17,3 (C-6"). Pho
HMBC cua 4 quan sat dugc tuong tac cuia proton anomer va C-3 cho phép xac dinh
dudng L-rhamnose duoc gin vao khung aglycone tai C-3 qua cau ndi oxygen.

Phan tich cac dit liéu pho ctia 4, két hop véi so sanh cac dit liéu pho trong tai liéu
tham khao [91] cho thdy hoan toan phu hop. Vi vdy, hop chit 4 dugc xac dinh 13
quercitrin hay quercetin-3-O-rhamnoside. Cau triic héa hoc va twong tic HMBC
(H—C) chinh ctia 4 dugc thé hién nhu hinh 3.3.

HO  OH HO  OH
Hinh 3.3. Cu tric hoa hoc va tuong tic HMBC (H—C) chinh cua 4
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Bang 3.3. Dit liéu ph6 'H- va 1®*C-NMR cua 4 va chat tham khao [91]

STT 4 (*H: 500 MHz, ¥3C: 125 MHz, CD;0D) [91]
oc on (mult., J Hz) #oc
2 156,5 - 156,9
3 134,8 - 134,6
4 177,9 - 178,2
5 161,6 - 161,8
6 98,8 6,22 (1H, d, J= 2,0 Hz) 99,2
7 164,5 - 164,7
8 93,6 6,40 (1H, d, J= 2,0 Hz) 94,1
9 157,0 - 157,8
10 103,9 - 104,6
1 120,8 - 121,2
2 115,5 7,35 (1H, d, J= 2,0 Hz) 115,9
3 145,4 - 145,7
4 148,8 - 148,9
5' 115,5 6,90 (1H, d, J=8,5 Hz) 116,2
6 121,3 7,28 (1H, dd, J= 8,5 va 2,0 Hz) 121,6
1" 102,0 5,19 (1H, s) 102,3
2" 69,9 3,88 (1H, d, J=2,0 Hz) 70,5
3" 70,9 3,50 (1H, m) 71,1
4" 71,6 3,16 (1H, m) 71,7
5" 70,5 3,22 (1H, m) 70,9
6" 17,3 0,88 (3H, d, J= 6,0 Hz) 17,9

#oc ciia quercitrin (*H: 400 MHz, 1*C: 105 MHz, CD50D) [91]
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3.1.3. Cdc hop chdt triterpenoid

3.1.3.1. Hop chadt oleanolic acid (2)

Ph6 'H-NMR cua hop chit 2 cho thdy cac tin hiéu dic trung cua triterpene
oleane, bao gém: Mot proton olefin dic trung cua lién két d6i C12—C13 trong
khung triterpenoid pentacyclic tai 61 5,29 (1H, s, H-12), Diéu nay goi ¥ cdu tric
khung olea-12-en. Mot proton oxymethine tai o+ 3,20 (1H, dd, J= 10,5 va 4,0 Hz,
H-3a), pht hop vdi it nhdt mot nhom hydroxyl trén khung olean-12-en ciia 2, hang
s6 twong tac proton 16n Jy.zn.3 = 10,5 Hz cho thiy dinh hudng cua nhom 34-OH.
Bay tin hiéu methyl dang singlet tai on 1,12 (3H, s, H-27), 0,97 (3H, s, H-23), 0,91
(3H, s, H-25), 0,90 (3H, s, H-30), 0,89 (3H, s, H-29), 0,78 (3H, s, H-26), 0,76
(3H, s, H-24).

Pho BC-NMR két hop véi phé DEPT, HSQC va HMBC cua hop chét 2
hién thi tin hiéu ctia 30 carbon, bao gdm: Mot nhom carbonyl tai 8¢ 182,1 (C-28).
Nam nhém methine, trong d6 ¢6 01 nhom oxymethine tai dc 78,8 (C-3), 01 nhom
methine olefine tai 6c 122,7 (C-12), 03 nhém methine no tai 6c 55,3 (C-5), 47,9
(C-9), 41,5 (C-18). Muoi nhom methylene tai 6c 38,6 (C-1), 27,9 (C-2), 18,6 (C-
6), 32,9 (C-7),23,0 (C-11),28,1 (C-15),22,8 (C-16),46,0 (C-19),33,9 (C-
21), 32,6 (C-22). Bay nhom methyl tai 6c 28,3 (C-23), 15,80 (C-24), 15,3 (C-
25), 17,2 (C-26), 25,8 (C-27),33,2 (C-29),23,5 (C-30). Bay carbon bac
bbn tai 5c 39,0 (C-4), 39,5 (C-8), 37,2 (C-10), 143,8 (C-13), 41,6 (C-14), 46,6
(C-17), 30,8 (C-20). Pho HMBC quan sat duoc twong tac giita H-3 (8 3,20)
voi C-2, C-24, C-23, xac nhan vi tri cia cac nhom 3B-OH tai C-3. Tuong tac gitia
H-12 (6n 5,29) tuong tac véi C-13, C-9, C-18, xac nhan vi tri clia ndi doi tai vi tri
C-12. Ngoai ra, tuong tac gitra H-23 va H-24 tuong tac voi C-3, C-4, C-5; gitra
H-25 vé1 C-5, C-9, C-10; gitra H-26 véi C-8, C-9, C-14; gifta H-27 tuong tac
véi C-8, C-13, C-14, C-15; gitra H-29 va H-30 voi C-19, C-20, C-21 x4c nhan vi
tri cia cac nhdém methyl tuong ng.

Phan tich nhiing sb liéu pho két hop véi cac tai lidu phd thu duoc [92] cho
phép khang dinh 2 phu hop véi hop chat oleanolic acid hay 3 #-hydroxy-12-ene-
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28-oic acid. Pay 1a hop chat triterpene gip trong nhiéu loai cdy thudc va dang
dugc cha ¥ vé tiém ning str dung trong diéu tri cic bénh man va tac dung e ché

ung thu.

Hinh 3.4. Cau trac hoa hoc va tuong taic HMBC (H—C) chinh cua 2
Bang 3.4. Dit liéu pho *H- va *C-NMR cuia 2 va chat tham khao [92]

STT 2 (*H: 500 MHz, °C: 125 MHz, CDCly) [92]
oc on (mult, J Hz) #oc
1 38,6 1,58 va 0,99 (2H, m) 38,9
2 27,9 1,63 va 1,60 (2H, m) 28,1
3 78,8 3,20 (1H, dd, J= 10,5 va 4,0 Hz) 78,1
4 39,0 - 39,4
5 55,3 0,75 (1H, brs) 55,8
6 18,6 1,58 va 1,40 (2H, m) 18,8
7 32,9 1,56 va 1,37 (2H, m) 33,3
8 39,5 - 39,8
9 47,9 1,61 (1H, m) 48,2
10 37,2 - 37,4
11 23,0 1,90 va 1,91 (2H, m) 23,8
12 122,7 5,29 (1H, s) 122,6
13 143,8 - 1448
14 41,6 - 42,2
15 28,1 1,69 va 1,05 (2H, m) 28,4
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16 22,8 1,99 va 1,59 (2H, m) 23,8
17 46,6 - 46,7
18 41,5 2,80 (1H, dd, J= 8,5 va 4,0 Hz) 42,1
19 46,0 1,64 va 1,15 (2H, m) 46,6
20 30,8 - 31,0
21 33,9 1,28 va 1,19 (2H, m) 34,3
22 32,6 1,82 va 1,55 (2H, m) 33,2
23 28,3 0,97 (3H, s) 28,8
24 15,8 0,76 (3H, s) 16,5
25 1534 | 0,91 (3H, s) 156
26 17,2 0,78 (3H, 5) 17,5
27 25,8 1,12 (3H, s) 26,2
28 1821 |- 180,0
29 33,2 0,89 (3H, s) 33,4
30 23,5 0,90 (3H, s) 23,8

#0n va #d¢ cua oleanolic acid (*H: 200 MHz, *C: 50 MHz, CDCls) [92]

3.1.3.2. Hop chat ursolic aldehyde (3)

Phé 'H-NMR cua 3 xuit hién tin hiéu dic trung cua khung triterpene
ursane: Tin hiéu cia proton nhom olefin tai 6y 5,36 (1H, brs, H-12); tin hiéu cta
proton oxymethine (34-OH) tai oy 3,46 (1H, dd, J= 10,8 va 4,8 Hz) voi hang s6
tuong tac 16m Jy-zm-3= 10,8 Hz xac nhan proton H-3 ¢ vi tri axial va nhém 35-OH,;
tin hiéu proton nhém methine tai o4 2,20 (1H, d, J= 11,5 Hz, H-18); tin hiéu dac
trung ctia bay nhém methyl bao gdm 5 nhom methyl dudi dang singlet tai 5 0,99
(3H, s, H-23), 0,95 (3H, s, H-24), 0,78 (3H, s, H-25), 0,76 (3H, s, H-26), 1,11
(3H, s, H-27) va 2 nhom methyl duéi dang doublet tai o4 0,88 (3H, d, J= 6,4 Hz,
H-29), 0,97 (3H, d, J= 6,4 Hz, H-30). Tin hiéu proton ctia nhom aldehyde tai oy
9,38 (1H, s, H-28).

Pho 3C-NMR két hop véi pho DEPT, HSQC va HMBC cho biét trong phan
tir ctia 3 ¢6 30 carbon, bao gdm mot nhom aldehyde tai 8¢ 207,3 (C-28), bay nhom
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methine (trong d6 c6 01 nhém oxymethine tai d¢c 78,2 (C-3); 01 nhom olefin tai
oc 126,2 (C-12); va 05 nhom methine no tai 6c 55,3 (C-5), 47,8 (C-9), 52,7 (C-
18), 39,1 (C-19) va 39,2 (C-20)), chin methylene tai 6c 38,9 (C-1), 27,2 (C-2),
18,3 (C-6), 32,9 (C-7), 23,1 (C-11), 28,3 (C-15), 23,5 (C-16), 30,2 (C-21) va 33,3
(C-22), bay nhéom methyl tai 6c 29,8 (C-23), 16,7 (C-24), 15,6 (C-25), 17,4 (C-
26), 23,3 (C-27), 16,8 (C-29) va 21,3 (C-30), sau carbon bac bdn tai 5c 39,0 (C-
4), 39,5 (C-8), 37,1 (C-10), 138,0 (C-13), 42,1 (C-14) va 50,3 (C-17)

Ph6 HMBC cuia 3 cho biét twong tac ciia H-3 (8 78,2) voi C-1 (8¢ 38,9),
C-23 (8¢ 29,8)va C-24 (0¢ 16,7) da xac nhan vi tri 35-OH; tuong tac ciia H-12 (6n
5,36) vai C-9 (8¢ 47,8), C-14 (8¢ 42,1) va C-27 (8¢ 23,3) da xac nhan vi tri lién
két doi tai C-12; tuong tac ciia H-18 (5 2,20) véi C-12 (8¢ 126,2), C-13 (8¢ 138,0),
C-17 (8¢ 50,3), C-19 (6¢ 39,1), C-28 (6¢ 207,3) da xac nhan vi tri H-18 va nhom
aldehyde C-28. Ngoai ra, trén pho con xuét hién tin hiéu tuong tac ctia cac nhém
methyl v6i carbon khung da x4c dinh cau tric khung ursane.

Viéc phan tich nhiing s6 liéu phd thuc nghiém két hop véi cac tai liéu phd

thu dugc [93] cho phép khang dinh 3 phu hop voi hop chit ursolic aldehyde.

(

Hinh 3.5. Cau trac hoa hoc va tuong taic HMBC (H—C) chinh cua 3

Bang 3.5. Dit liéu pho 'H- va *C-NMR cua 3 va chat tham khao [93].

3 (*H: 500 MHz, 3C: 125 MHz, CDCls) [93]

" oc on (mult., J Hz) #oc
1 38,9 1,66 va 1,64 (2H, m) 38,6
2 27,2 1,57 va 1,49 (2H, m) 27,1
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3 78,2 3,46 (1H, dd, J= 10,8 va 4,8 Hz) 78,9
4 39,0 - 38,7
5 55,3 0,76 (1H, d, J= 11,5 Hz), 55,1
6 18,3 1,96 (1H, dd, J = 3,5 va 8,5 Hz) 18,2
7 32,9 1,56 va 1,30 (2H, m) 33,0
8 39,5 - 39,7
9 47,8 1,60 (1H, m) 475
10 37,1 - 36,9
11 23,1 1,97 va 1,88 (2H, m) 23,2
12 126,2 5,36 (1H, brs) 126,1
13 138,0 - 137,7
14 42,1 - 42,1
15 28,3 1,89 va 1,10 (2H, m) 28,1
16 23,5 2,02 va 1,59 (2H, m) 23,2
17 50,3 - 50,1
18 52,7 2,20 (1H, d, J= 11,5 Hz) 52,5
19 39,1 1,43 (1H, m) 38,9
20 39,2 0,92 (1H, m) 38,7
21 30,2 1,55 va 1,36 (2H, m) 30,1
22 33,3 1,53 va 1,39 (2H, m) 33,0
23 29,8 0,99 (3H, s) 26,8
24 16,7 0,95 (3H, 3) 15,6
25 156 0,78 (3H, s) 155
26 17,4 0,76 (3H, 5) 171
27 23,3 1,11 (3H, s) 23,2
28 207,3 9,38 (1H, s) 207,4
29 16,8 0,88 (3H, d, J= 6,4 Hz) 16,6
30 21,3 0,97 (3H, d, J= 6,4 Hz) 21,0

#0n va #oc cua ursolic aldehyde (*H: 200 MHz, 3C: 50 MHz, CDCls) [93]
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Toém lai, tir 14 loai Hoa mdc (Osmanthus fragrans) ¢ Viét Nam da phan lap
va xac dinh cdu tric hoa hoc ctia 4 hop chat, bao gdm 2 hop chat flavonoid:
luteolin (1) va quercitrin (4) va 2 hop chit triterpenoid: oleanolic acid (2) va
ursolic aldehyde (3). Két qua trén phu hop voi thanh phan hoa hoc cta loai Hoa
moc (Osmanthus fragrans) va chi Osmanthus da cong bd trude day.

3.2. VE HOAT TiNH SINH HQC

3.2.1. Hoat tinh khdng khudn, khdng ndm

Tac dung khang khuén va khang ndm cta 4 hop chét: luteolin (1), oleanolic
acid (2), ursolic aldehyde (3) va quercitrin (4) tir Hoa moc (Osmanthus fragrans)
d6i v4i vi khuan Gr (-): Escherichia coli (E.c) va Pseudomonas aeruginosa (P.a
), Vi khuan Gr (+): Bacillus subtillis (B.s) va Staphylococcus aureus (S.a), Nam
soi: Aspergillus niger (A.n) va Fusarium oxysporum (F.o), NAim men: Candida
albicans (C.a) va Saccharomyces cerevisiae (S.c) thé hién bang 3.6.

Bang 3.6. Két qua khang khuan, khang nim ctia cac hop chat phan 1ap dugc

Nong dd trc ché toi thiéu (MIC: pg/ml)
) Nong do Gr (-) Gr (+) NAm méc NAm men

Ky mau

hi¢u E.c Pa | Bs Sa | An F.o S.c C.a
(2g/ml)

1 200 200 | >200 | 200 | >200 | 200 | >200 | >200 | >200

2 200 200 | 200 | >200 | >200 | >200 | 200 | >200 | 200

3 200 200 | >200 | >200 | 200 |>200 | >200 | 200 | >200

4 200 200 | 200 |>200| 100 |>200| >200 | 100 | 200

Két qua cho biét, hop chat quercitrin (4) thé hién hoat tinh trc ché t&t nhét
d6i voi hai chiing Staphylococcus aureus va Saccharomyces cerevisiae voi gia tri
MIC 100 pg/ml. Ngoai ra, luteolin (1) wrc ché d6i véi chung Escherichia coli,
Bacillus subtillis va Aspergillus niger; oleanolic acid (2) uc ché ddi v6i chung
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Fusarium oxysporum va Candida

albicans; ursolic aldehyde (3) e ché dbi véi chung Escherichia coli,
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Staphylococcus aureus, va Saccharomyces cerevisiae; quercitrin (4) Gc ché déi
v6i chung Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, va Candida albicans vai
gia tri MIC 200 pg/ml. Cac truong hop con lai khong thé hién hoat tinh & ndng do
thir nghiém. Piéu d6 chimg to, Hoa moc (Osmanthus fragrans) co chira cac hoat

chat khang khuan va khang nam ti€ém nang, can dugc nghién ctru sau hon.

3.2.2. Hoat tinh gdy déc té bao theo phwong phip MTT

Tac dung gy doc ddi v6i dong té bao ung thu gan (HepG2) va phoi (A549)
& ngudi cua 4 hop chit: luteolin (1), oleanolic acid (2), ursolic aldehyde (3) va
quercitrin (4) tir Hoa mdc (Osmanthus fragrans) duoc thé hién nhu bang 3.7.

Bang 3.7. Két qua tac dung gay doc té bao cua cac hop chat phan 1ap duoc

Té bao HepG2 Té bao A549
Ky hiéu Tylétcché | ICouM | Ty létcché | ICsuM
té bao (%) té bao (%)
1 71,43+1,3 22,23 78,01 £ 0,4 18,35
2 66,38 + 1,0 33,56 7221+25 21,87
3 52,42 +2.1 61,32 60,37 +0,8 44,29
4 59,87 +1,1 39,72 65,34 +2,6 28,26
Paclitaxel 50uM | 82,37+ 1,5 1,28 89,33 £2.2 0,12

Két qua cho biét, hop chat luteolin (1) thé hién hoat tinh giy doc ddi voi
dong té bao ung thu gan (HepG2) va phoi (A549) & ngudi tot nhat véi gia tri 1Cs
lan luot 1a 22,23 va 18,35 uM, sau d6 1a oleanolic acid (2) véi gia tri ICsg 1an
luot 1a 33,56 va 21,87 uM, tiép sau 1a quercitrin (4) véi gia tri 1Cso lan luot 1a
39,72 va 28,26 uM va cudi cung 1a ursolic aldehyde (3) véi gia tri I1Csplan luot
1a 61,32 va 44,29 uM. Piéu d6, khang dinh Hoa mdc (Osmanthus fragrans) 1a
thao dugc tiém nang trong phat trién thuéc méi diéu tri ung thu. Hon nita, nghién
ctru trude day da chi ra ring, cao chiét tir Hoa moc (Osmanthus fragrans) co
kha ning trc ché topoisomerase II, chéng ung thu rat tot. Nham 1am sang té co

ché rc che, Trong nghién ctru nay, mo hinh in silico d€ sang loc cac cau truc cac
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hop chét phéan 1ap dugc co kha ning tic ché topoisomerase II nham gop phan lam
sang to co ché, phat trién dé thiét ké cac loai thubc méi cho bénh ung thu.

3.3. VE SANG LQC INSILICO

3.3.1. Két qud mé phéng docking phan tir

Thong thuong, mé phong docking phan tir duoc st dung du doan cdu hinh
lién két cua phdi tir véi protein. Trong sd d6, AutoDock Vina 1.2.5, phién ban cai
tién cia AutoDock Vina, dugc biét dén 1a mot trong nhitng cong cu dugc sir dung
phd bién nhét trong cac nghién ctru thiét ké thudce stir dung céng cu hd tro may
tinh, voi hon 10 000 trich din trong mudi hai nim qua. Do d6, phadn mém nay
duoc st dung dé dy doan ning luong lién két tr do va céu hinh lién két cua phoi
tr v6i enzyme Topoimerase II. Do hiéu suat cta viéc mo phong co thé thay doi
tuy thudc vao ddi twong cu thé, budc dau tién, ching t6i danh gia hiéu suat
docking ctia pham mém trén Topoimerase II bang cach kiém tra két qua twong tac
nang luong lién két tu do tir phan mém cua 10 chit e ché thuc nghiém véi nang
luong lién két tu do cua ching dugc tinh toan tir cac gia tri ICso da dugc bao céo
thuc nghiém trude day. Sir dung cong thirc Cheng-Prusoff's, hang sb e ché K;

duoc tinh nhu sau:

oo IC0 _AGy AG [S]
N (RT) 7 T80 = exp (RT) T exp (RT) K.
1+
m

Gia dinh gia tri ICso bang véi gi tri hang s6 Kj, nang luong lién két tu do
thue nghiém c6 thé duoc suy ludn tir céng thirc trén nhu sau: AGeyp =
RTIn(K;) = RTIn(ICs,) trong d6, R = 1.987 x 10~ (kcal/K*mol); T = 300 (K)

va hang s te ché K; c6 don vi 1a mol. Két qua mo phong duoc thé hién trong

bang 3.8.
Bang 3.8. Két qua mé phong docking cua 10 chat e ché thuc nghiém
STT |PubChem ID AGpock (kcal/mol) AGexp (kcal/mol)
1 C1D155186649 -7,21 -8,53

2 CID145982399 -7,71 -8,13
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3 CID137637498 -7,98 -8,23
4 CID127024915 -7,95 -8,29
5 CID72707984 -6,99 -8,28
6 CID31703 -8,08 -8,27
7 CID134816158 -7,78 -8,25
8 CID189219 -7,65 -8,04
9 CID53361576 -6,11 -7,85
10 CID155510469 -6,58 -7,50

Két qua thu duoc cho thay, niang luong lién két tu do thu duoc tir md phong
c6 do tuong tac tot voi ning luong lién két tu do thu duge tir thue nghiém véi hé
s6 tuong tac 1a R = 0,58 + 0,13 (Hinh 3.6). C6 thé nhan dinh ring mé hinh tinh
toan nay co thé tin ciy trong viéc du doan cac hop chét tiém ning c6 hoat tinh trc

ché doi voi1 Topoimerase 1.

1 I 1 I 1 I 1 I 1
Tﬁ 76 R=0.58+0.13 —
< | i
E _7'8 B * |
8 - .
2 8 ]
£ -82p .
O g4l ]
3 8.4 I ]

golb——»_ o+ | Pl IR

-85 -8 15 7 65 -6

. -1
AG Exp( Kcal.mol )

Hinh 3.6. Hang sé twong tdc Qiita ndng heong lién két tw do thu dwoc tir mé
phong va thut nghiém
Ti€p tuc st dung phan mém véi cac tham s6 ti€u chuan nhu trén dé moé
phong docking cho 2 hop chat nghién ciru. Két qua dugc trinh bay tai bang 3.9,
c6 thé thay hai hop chit c6 ai lyc lién két tu do 1an luogt 13 Oleanolic acid (-7.85
kcal/mol) va Luteolin (-6.55 kcal/mol).
Bang 3.9. Két qua docking phan tir ciia 2 hop chit nghién ctu
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] AGpock S6 lién két Amino axit tham gia
Tén hgp chat
(kcal/mol) Hydrogen twong tac hydro
oleanolic acid -6.55 2 Arg804, DC11
_ GIn773, Asn779, Glu854,
luteolin -7.85 4
DC4

Cau hinh lién két gitra oleanolic acid va luteolin v6i Topoimerase II duoc
phan tich bang phan mém Discovery Studio va dugc thé hién tai hinh 3.7.

(A)

Y - e

e

(B)

ALA

Interactions

:] Van der Waals - Pi-Sigma

- Unfavorable Bump - Pi-Pi T-shaped

I salt Bridge — e

[:] Carbon Hydrogen Bond l:] Pi-Alkyl

- Pf-Amon - Conventional Hydrogen Bond
|:| Pi-Sulfur

Hinh 3. 7. Cdu hinh twong tdc giira oleanolic acid (A), luteolin (B) VJi
Topoimerase II dwrgc dir dodn bdi phan mém AutoDock Vina 1.2.5




56

Ca hai hop chat oleanolic acid va luteolin déu hinh thanh cac lién két hydro
v6i Topoimerase I1. Trong do, oleanolic acid tao 2 lién két hydro véi cac axit amin
Arg804, DC11. Hop chit luteolin tao 4 lién két hydro véi GIn773, Asn779,
Glu854, DC4, ngoai ra, cac lién két van der Waals khac véi cac axit amin Ser778,
Ala853, DGS5 ciing gbp phan lam bén vimng thém lién két giita hop chat nay vai
dich protein nghién ctru.

3.3.2. Két qud mé phéng dong luc hoc phéin tir sir dung ky thudr kéo
nhanh phéi ti

Mic du két qua thu duogc tir mo phong docking phan tir cho hé sb tuwong tac
t6t voi dir liéu thyc nghiém, tuy nhién, cac mo phong docking thuong dya vao
nhiéu phép tinh gan ding va bo qua cac tham sb khac dé dat myc du doan nhanh
két qua nang luong lién két tu do. Do d0, can phai tinh chinh két qua mé phong
docking bang cac phuong phap chinh xac va chuyén sau hon vé mit tinh toan dé
dam bao do chinh xac. Trong nghién ctru ndy, phuong phap kéo nhanh phdi tir
(FPL) d4 duoc str dung dé tinh chinh chinh xac niang luong tu do lién két phdi tir
- protein. Ban dau, cau hinh phtrc hé thu duoc tir mo phong docking phan tir dugc
chon lam céu triic ddu vao cho mé phong dong luc hoc phan tir. Cac phirc hé dugc
mo phong trong thoi gian 20 ns. Két qua thu duoc cho thiy cac phtc hé déu dat
dén trang thai can bang nhanh chong trén tat ca cac quy dao.

Trong budc tiép theo, cau hinh cudi ciing tir md phong dong luc hoc phan
tr duoc sir dung lam cau triac dau vao dé dy doan niang luong lién két tu do thong
qua cac md phong FPL. Pau tién, tién hanh mo phong FPL ddi v6i 10 chat wre ché
thuc nghiém, cu thé, mot luc bén ngoai dugc tac dung vao tam khoi luong cua
mdi phdi tir, khién chung di chuyén ra khoi ving hoat dong ctia Topoimerase |1
trong khoang thoi gian 700 ps. Luc kéo (luc gdy dut giy lién két) nhanh chong
dat gia tri cuc dai, khoang trong vong 200 ps, trude khi dot ngot trd vé 0, phit hop
v6i su két thuc cia cac twong tac gitra protein va phdi tir. Gia tri cong kéo cao
nhat duoc ghi lai tuong Gmg véi luc kéo. Trong sudt qua trinh md phong, cong
cua lyc kéo ciing dugc tinh toan. Dt li€u thu dugc bao gém luc kéo trung binh

(Fmax), va cong kéo (W) dugc bao cao trong Bang 3.9.
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Bang 3.10. Két qua mo phong FPL ddi véi cac chét tc ché thuc nghiém

STT PubChem ID Fmax W
1 CID155186649 830.7803 + 38.10 111.305+£6.24
2 CID145982399 899.9374 + 62.37 121.852 +7.87
3 CID137637498 684.3194 +26.21 115.596 +7.13
4 CID127024915 806.9056 + 54.49 99.5315+4.99
5 CID72707984 671.9359 + 85.97 77.0574 + 8.87
6 CID31703 891.9894 +39.12 124.909 + 6.09
7 CID134816158 502.6733 +£45.32 73.8175 + 8.88
8 CID189219 595.2246 + 35.00 71.8135+5.97
9 CID53361576 447.2614 = 17.24 46.2999 + 1.89
10 CID155510469 480.0836 +29.92 54.1262 +2.84

Két qua thu duoc cho thay, cong kéo trung binh (W) d6i vdi mudi chat tic
ché thue nghiém dao dong tur 46.3 + 1.89 dén 121.85 + 7.87 kcal/mol, trong khi
luc kéo twong tng thay doi trong khoang tir 447.26 + 17.24 dén 899.94 + 62.37
pN. Hé sb tuwong tac cao giita cong kéo voi ning luong lién két tu do thuc nghiém
Rw = 0.67 + 12.05 da duoc ghi nhan (Hinh 3.8), cho thdy mdi tuong tac tryc tiép

giita ai luc lién két phoi tir va cong kéo can thiét dé pha v& lién két phdi tir -

protein Topoisomerase 1.

Hinh 3.8. Hé s6 tuong tac cao gifta cong kéo véi nang lugng lién két tu do thuc
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Hinh 3.9. P6 thj biéu dién gid tri RMSD, Frax, W cia hai phirc hé nghién ciru.
oleanolic acid (A), luteolin (B)
Phan tich hoi quy tuyén tinh cho phép thiét 1ap mdi twong tac dinh luong
giita ning luong tu do lién két (AGEL?) va cong kéo nhu sau:
AGERE =-0.0000147 x W —6.8207 (1)
Nhin chung, k¥ thuat m6 phong FPL da chimg minh 1a mdt cong cu dang

tin cay dé du doan ai luc lién két phéi tir véi Topoisomerase 1l v6i do chinh xac
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cao. Phuong phap nay tiép tuc dugc str dung dé du doan nang luong lién két ty do
ctia hai hop chat nghién ctru. Trong md phong nay, hai phirc hé dugc moé phong
trong thoi gian 50 ns. Két qua thu duoc cho thdy cac phic hé déu dat dén trang
thai cAn bang nhanh chong trén tat ca cac quy dao sau 10ns (Hinh 3.9).

Nang lugng lién két ty do ctia hai hop chat duge du doan sir dung cong thic
(1), két qua tinh toan duoc trinh bay trong bang 3.11.

Bang 3.11. Két qua mo phong FPL dbi véi oleanolic acid va luteolin

Tén hop chat AF ppay w AGEEe
Oleanolic acid | 649.0368 + 138.68 | 74.0910 + 10.24 -6.82
Luteolin 718.0939 +£103.13 | 88.1361 +11.76 -6.83

Tir s6 lidu bang 3.11, c6 thé thay ning luong lién két tu do cua hai hop chat
sau khi dugc tinh chinh béi moé phong dong luc hoc phén tir két hop k¥ thuat kéo
nhanh phdi tir c6 gia tri 1an luot 13 oleanolic acid (-6.83 kcal/mol) va luteolin (-
6.82 kcal/mol). Gia tri nay cho thdy kha ning &i luc lién két cao voi
Topoisomerase II tir d6 thé hién hoat tinh khang u thong qua viéc e ché chirc
nang hoat dong ciia protein nay. Két qua moé phong nay goi y tiém niang ting dung
ctia hai hop chat trong cac budc nghién ctru phat trién thude chong ung thu tiép

theo nham muc tiéu trc ché Topoisomerase II.
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KET LUAN

Qua qua trinh nghién cuu vé hoa thuc vat, hoat tinh sinh hoc cua loai Hoa
maoc (Osmanthus fragrans (Thunb.) Lour.) ¢ Viét Nam, luan van da thu duogc cac
két qua chinh nhu sau:

Két qua phan tich sac ki khi ghép khdi phd GC-MS da xac dinh duogc cac
thanh phan chinh trong tinh ddu Hoa moc khi chung cét bang bang phuong phap
16i cudn hoi nudc co su hd trg cua vi song nhu: Cinnamaldehyde <2-hexyl-(E)->
(22,74%); Dihydromyrcenol (21,60%); Linalool (18,58%); Geraniol (8,07%).

Tir cao chiét ethyl acetate da phan lap va xac dinh cau tric hoa hoc 4 hop
chat, gom 2 hop chét flavonoid: luteolin (1) va quercitrin (4) va 2 hop chat
triterpenoid: oleanolic acid (2) va ursolic aldehyde (3).

Pi danh gia tac dung khang khuan, khang ndm va gay doc té bao ddi voi
dong té bao ung thu gan (HepG2) va phoi (A549) & ngudi in vitro cua 4 hop chat
phan lap dugc. Két qua cho biét hop chat quercitrin (4) thé hién hoat tinh uc ché
tdt nhat ddi véi hai chung Staphylococcus aureus va Saccharomyces cerevisiae
véi gia tri MIC 100 pg/ml. Hop chét luteolin (1) thé hién hoat tinh gay doc doi
Vv6i dong té bao ung thu gan (HepG2) va phdi (A549) ¢ ngudi tot nhat véi gia tri
ICso lan luot 12 22,23 va 18,35 uM, sau d6 la oleanolic acid (2) véi gia tri ICsg
lan luot 13 33,56 va 21,87 pM.

Két qua mo phong lién két gitra oleanolic acid (2) va luteolin (1) véi protein
topoisomerase 11 cho biét, oleanolic acid (2) tao 2 lién két hydro véi cac axit amin
Arg804, DC11 va luteolin (1) tao 4 lién két hydro véi GIn773, Asn779, Glug54,
DC4. Ning luong lién két ty do cua hai hop chét sau khi dugc tinh chinh boi mé
phong dong luc hoc phan tir két hop k¥ thuat kéo nhanh phdi tir ¢ gia tri lan luot
1a oleanolic acid (-6.83 kcal/mol) va luteolin (-6.82 kcal/mol). Gia tri ndy cho thay
kha ning ai luc lién két cao véi Topoisomerase |1 tir d6 thé hién hoat tinh khang
u thong qua viéc e ché chuc niang hoat dong cia protein nay. Két qua moé phong
nay goi ¥ tiém nang tng dung cua hai hop chat trong cac budc nghién ctru phat

trién thudc chng ung thu tiép theo nham muc tiéu e ché Topoisomerase 1.
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KIEN NGHI
1. Tiép tuc nghién ctru phan 1ap cac phan doan con lai dé bd sung va hoan
thién nghién ctu vé thanh phﬁn hoa hoc cua loai Hoa mdc ¢ Viét Nam.
2. Tiép tuc nghién ctru sdu hon vé hoat tinh khang viém va mé rong thir
nghiém cac hoat tinh sinh hoc khac dé gop phan lam sang to kinh nghiém str dung

dan gian va tac dung duoc ly cua loai nay.
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