BO GIAO DUC VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA PAO TAO VA CONG NGHE VIET NAM

HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

PINH THI TU

NGHIEN CUU PHAN LAP, TINH CHE CURCUMIN VA BAN

TONG HQP CAC DAN XUAT CUA NO THEO PINH HUONG
HOAT TINH SINH HQC in vitro VA in silico TU CAY NGHE
VANG Curcuma longa L. VIET NAM

LUAN AN TIEN SI KHOA HQC VAT CHAT
Héa hoc cac hop chit thién nhién

M3i s6: 9.44.01.17

HA NOI - 2026




BO GIAO DUC VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA PAO TAO VA CONG NGHE VIET NAM

HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

PINH THI TU

NGHIEN CUU PHAN LAP, TINH CHE CURCUMIN VA BAN
TONG HQP CAC DAN XUAT CUA NO THEO PINH HUONG
HOAT TINH SINH HQC in vitro VA in silico TU CAY NGHE
VANG Curcuma longa L. VIET NAM

LUAN AN TIEN SI KHOA HQC VAT CHAT
Héa hoc cac hop chit thién nhién

M3i s6: 9.44.01.17

X4ac nhan cia Hoc vién Nguoi hwéng din 1 Ngudi huwéng dan 2
Khoa hgc va Cong nghé (Ky, ghi ro ho tén) (Ky, ghi ro ho tén)

PGS.TS. Pham Minh Quan PGS.TS. Ngo Kim Chi

HA NOI - 2026



LOI CAM DOAN

To1 xin cam doan luan an: "Nghién ctru phan 1ap, tinh ché curcumin va
ban téng hop céac dan xuét ciia nd theo dinh hudng hoat tinh sinh hoc in vitro
va in silico tu cay ngh¢ vang Curcuma longa L. Viét Nam" l1a cong trinh nghién
ctru ctia chinh minh duéi sy hudng dan khoa hoc cua tap thé huéng dan. Luan
an st dung thong tin trich din tr nhiéu ngudn tham khao khac nhau va cac
thong tin trich dan dugc ghi rd ngudn gbe. Cac két qua nghién ciru cua toi dugce
cong bd chung véi cac tac gia khac da duoc su nhat tri ctia dong tac gia khi dua
véao luan an. Cac sd liéu, két qua dugc trinh bay trong luan &n la hoan toan trung
thuc va chua timg dugc cong bd trong bat ky mot cong trinh niao khac ngoai
cac cong trinh cong bd cua tac gia. Luin an dugc hoan thanh trong thoi gian toi
lam nghién ctru sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam.

Ha Noi, ngay thang  nam 2026
Tac gia luan an

(Ky va ghi ro ho tén)

Pinh Thi T4
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LOI CAM ON

Luén 4n nay dugc hoan thanh tai Vién Hoa hoc cac Hop chét thién nhién
(nay 1a Vién Hod hoc), Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Trong
qua trinh nghién ctu, tac gia da nhan duoc sy giup d& quy bau cta cac Thay
cd, nhitng nha khoa hoc trong va ngoai nudc ciing nhu cac dong nghiép, ban be
va gia dinh.

T6i xin bay t6 1ong biét on sau sic va kinh trong nhat tdi PGS.TS. Pham
Minh Quén va PGS.TS. Ngé Kim Chi 13 nhitng nguoi Thiy d3 hudng dan tan
tinh, chu dao va tao moi diéu kién thuan lgi gitp do to1 trong thoi gian thuc
hién luan an.

Téi xin chan thanh cam on GS.TS. Pham Qudc Long da ludn ho tro toi
trong qua trinh thuc nghiém ciing nhu dong goép quy bau, gitp do trong qua
trinh thuc hién va hoan thién luan an.

To1 xin chan thanh cdm on ban 1anh dao Hoc vién Khoa hoc va Cong
ngh¢ da tao moi diéu kién trong thoi gian t61 thuc hién luan an.

To1 xin tran trong cdm on Ban lanh dao cung tap thé can bo Vién hoda hoc
cac Hop chét thién nhién (nay 1a Vién Hoa hoc) da nhiét tinh gitp do va tao moi
diéu kién cho toi trong qua trinh lam thuc nghiém va hoan thanh luan an.

Cudi cung, toi xin bay t6 1ong biét on chan thanh va sau sic nhét toi gia
dinh, ban bé va nguoi than di ludn quan tim, dong vién, khich 1é toi trong sudt
qué trinh nghién ctru.

Téi xin trdn trong cam on!

Tac gia luan an

(Ky va ghi ro ho tén)
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DANH MUC CAC KY HIEU, CAC CHU KY VIET TAT

Ki hi¢u Tiéng Anh Tiéng Viét
Cac phwong phap sic ky
CC Column Chromatography Séc ky cot thuong
High Performance Liquid | , . . o
HPLC Sac ky long hi¢u nang cao
Chromatography
TLC Thin Layer Chromatography Séc ky ban mong
Cac phwong phap phé
Proton Nuclear Magnetic | Phd cong hudng tir hat nhan
'"H-NMR
Resonance Spectroscopy proton
BCNMR Carbon-13  Nuclear Magnetic | Phd cong huong tir hat nhan
Resonance Spectroscopy carbon 13
Atmospheric Pressure Chemical | Pho khéi ion hoa hoa hoc & ap suét
APCI-MS o .
Ionization Mass Spectrometry khi quyén
CD Circular Dichroism Spectroscopy | Pho nhi sic tron
COSY Correlation Spectroscopy Pho tuong tac hai chiéu "H-'H
Distortionless Enhancement by .
DEPT o Pho DEPT
Polarisation Transfer
Electron Spray Ionization Mass P . .
ESI-MS Pho khoi ion héa phun mu dién ti
Spectrometry
High Resolution - Electron Spray | Pho khéi phan giai cao ion héa
HR-ESI-MS L o
Ionization - Mass Spectrometry phun mu di¢n tu
HMBC Heteronuclear Multiple Bond | Phd twong tac di hat nhin qua
Correlation nhiéu lién két
Heteronuclear Single Quantum Phé tuong tac di hat nhan qua mdt
HSQC ) .
Coherence lién ket
Nuclear ~ Overhauser  Effect .
NOESY Pho NOESY
Spectroscopy
J (Hz) Interactive constant in Hz Hang s twong tac tinh bang Hz
o D6 dich chuyén hoa hoc tinh bang
o (ppm) (ppm = part per million) L
phan tri€u
Cac dong té bao
HeLla Cervical cancer cells Ung thu ¢6 tir cung

v




Hep-G2 Human hepatoma Ung thu gan
HGC-27 Human Stomach carcinoma cell Ung thu da day
Human breast adenocarcinoma )
MCEF-7 Ung thu vu
cells
RAW264.7 Dai thuc bao chudt
Cac curcuminoid
CUR (hoac curcumin I) Curcumin
DMC (hodc curcumin II) Demethoxycurcumin
BDMC (hodc curcumin III) Bisdemethoxycurcumin
Cac ki hi¢u khac
) . Nhom protein kinase

CDK Cyclin dependent kinase ] )

serine/threonine
DFT Density Functional Theory Hoéa hoc tinh todn lugng tir
EDso Effective Dose at 50% Liéu gay chét hiéu qua
ICso Inhibitory Concentration 50% Nong d6 trc ché 50%
LDso Lethal Dose 50 Liéu doc cap tinh
MIC Inhibitory Concentration Nong d6 trc ché t6i thicu
MD Molecular Dynamics Mo phong dong luc hoc phan tu
NCE New Chemical Entities Thuc thé héa hoc méi
NCI Nitional Cancer Institute Vién Ung thu Quéc gia Hoa ky
TMS Tetrametyl Silan Chét chuan ndi

o D06 chon loc, dugc tinh bé‘mg ti s6

SI Selectivity Index

ICso/MIC

_ ) P chuyén dich hoa hoc cua

OH Proton chemical shift

proton

) ) P chuyén dich hoa hoc cua

oc Carbon chemical shift

cacbon

Ghi chu: Tén cac hop chat, lop chat, nhém thé, chirc héa hoc dwoc viét theo

nguyén ban Tiéng Anh dé dam bdo tinh théng nhat va chinh xdc.
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Mic du da 1a d6i tuong ctia hang nghin cong bd khoa hoc trong ba thap
ky qua, curcumin la hoat chit polyphenol chinh tir than ré cdy nghé vang
(Curcuma longa L.) van chua thé tré thanh mét dugc chit 1am sang thyuc thu.
Nghich 1y nay bat ngudn tir sinh kha dung dudng udng cuc thip cta hop chat,
mot han ché di duogc xac nhan qua nhiéu thir nghiém lam sang giai doan I-11
[1, 2]. Déng tho1, trong khi curcumin (CUR) nhan dugc sy quan tam ap dao,
thi hé¢ curcuminoid trong tu nhién thuc chét 1a mot phtrc hop gém ba hop chét
c6 cdu trac lién quan: CUR, demethoxycurcumin (DMC) va
bisdemethoxycurcumin (BDMC) trong d6 vai tro sinh hoc riéng biét cua tung
thanh phan, van chua duoc 1am rd [3, 4].

Nghé vang 1a mot trong nhitng dugc liéu dugce str dung phé bién nhét tai
Viét Nam, véi bé day tng dung trong y hoc ¢6 truyén cho cac muyc dich khang
viém, khang khuén, khang nam, chéng oxy hoa, bdo v¢ gan va hd trg tiéu hoa
[5, 6]. Trong bdi canh xu huéng nghién ciru va phat trién cac hoat chét sinh hoc
tir duoc licu truyén théng dang dugc thuc déy manh mé trén toan cau [7], viéc
khai thac khoa hoc nguén curcuminoid Viét Nam doi hor mot cach tiép can hé
théng hon, khong chi dung & CUR ma can mo rong sang toan bg hé phirc hop,
dién hinh 1d BDMC c6 thanh phan c6 ham luong thip nhit nhung dang boc 16
nhirng dac tinh sinh hoc dang chu y.

Phén 16n cac nghién ctru trudc day va cac ché pham thuong mai hién
hanh déu tap trung khai thac CUR hodc sir dung hdn hop curcuminoid chua
phan tach, dan dén viéc chua co danh gia so sanh c6 hé théng vé hoat tinh sinh
hoc cua tirng thanh phén riéng biét trén cung mot bo thir nghiém [1, 2]. BDMC,
mic du chi chiém khoang 2 - 5% tong curcuminoid [3, 4], gin ddy da thu hat
su cha y khi cac dir 1liéu méi cho thy hop chét nay s& hiru vu thé riéng: BDMC
thé hién kha ning cam tng apoptosis chon loc trén cac dong té bao ung thu
thong qua con dudong Smad va Akt, dong thoi duoc danh gia 1a c6 tiém ning
khang u ddng cha ¥ trén nhiéu mé hinh thyc nghiém [8, 9]. Két qua mé phong
phan tir két hop thuc nghiém da chi ra BDMC c6 tiém ning tc ché enzyme
iINOS va tuong tac voi phure hop tin hiéu TLR4/MD-2 véi ai luc cao hon so voi
CUR va DMC [10]. Tuy nhién, cac dit li¢u nay con roi rac va chua duge xac

nhan trén mot hé théng danh gia day du.



Song song v&i van dé danh gia chua ddy da cac thanh phan, ban than
CUR, hop chat duoc nghién ctru nhiéu nhét, ciing ddi mat voi nhiing rao can
nghiém trong trén con dudng phat trién thanh dugc chét. Sinh kha dung duong
udng cuc thap ciia CUR bit ngudn tir hai ving cdu trac yéu diém trén phén ti:
(i) hé lién hop B-diketone & trung tdm d& bi cat mach theo co ché retro-aldol &
pH kiém va bi khir boi enzyme chuyén héa pha I (tao dihydro-, tetrahydro-,
hexahydrocurcumin); (ii) cdc nhom hydroxyl (-OH) phenolic trén vong thom
1a dich tin cong ctia enzyme chuyén héa pha II (glucuronid hoa, sulfat hoa),
khién thudc bi dao thai nhanh chong [11, 12]. Thyc trang nay 1a dong luc chinh
thic ddy cac nghién ctru ban tong hop nham bién dbi cdu triic curcumin theo
hudng khic phuc yéu diém duoc dong hoc.

Mot khia canh thuc tién khong thé tach roi trong nghién cuu vé
curcuminoid 13 van dé chat luong ngudn nguyén liéu. Trong qua trinh khao st
cac vung trong nghé tai Viét Nam nham lya chon ngudn nguyén liéu cho nghién
ctru, chting t6i nhan thay tinh trang nhiém tuyén tring ky sinh ré (plant-parasitic
nematodes) phd bién trén céc rudng nghé. Tai Viét Nam, thanh phan loai tuyén
trung ky sinh trén r& nghé vang chua dugc diéu tra c6 hé théng va mbi quan hé
giita mirc d6 nhidm tuyén tring véi ham luong timg thanh phan curcuminoid
riéng bi¢t (CUR, DMC, BDMC) chua dugc khao sat. Bay 1a nghién ctru mang
tinh lién nganh gifra bao v¢ thyc vat va hoa hoc dugc li¢u, nhung c6 y nghia
truc tiép ddi voi viée kiém soat chat lugng ngudn nguyén liéu phuc vu chiét
xuét va ban tong hop.

Pé danh gia toan dién hoat tinh sinh hoc cia cac curcuminoid tinh khiét
va cac dan xuét ban tong hop, luan an két hop hai phuong phap tiép cin bd sung
cho nhau: thtr nghi€ém in vitro va moé phong in silico. Cac thir nghiém in vitro
cung cép dir liéu thuc nghiém vé hiéu lyc sinh hoc (chéng oxy hoa, khang viém,
gy doc té bao ung thu, khang vi sinh vat), trong khi mé phong docking phan
tor va dong luc hoc phan tir (molecular dynamics, MD) cho phép khao sat co
ché tuong tac & cap do nguyén tir giita cac hop chat voi dich phén tir cu thé. Su
két hop nay tao nén bo dir lidu da chiéu cho phép phan tich quan hé cau tric -
hoat tinh (SAR) mét cach c6 hé thong.

Xuit phat tir cac myc ti€u nghién ctru trén, luén an dugc thuc hién véi dé

tai: ""Nghién ciru phdn ldp, tinh ché curcumin va ban tong hop cdc dan xuat



cua no theo dinh hwong hoat tinh sinh hoc in vitro va in silico tw cdy nghé
vang Curcuma longa L. Viét Nam"

Noi dung nghién curu:

Luan 4n tap trung nghién ciru di sau danh gia cc hoat tinh cap do phan
tir: chdng oxi hoa, khang viém, khang ung thu, khéng vi sinh vat, tuyén tring...
ctia cac dang cuy thé curcuminoid qua 5 ndi dung chinh sau:

1. Xay dung quy trinh phan lap, tach chiét riéng biét cac dang curcuminoid
(CUR, DMC va BDMC) tir nguyén liéu cu ngh¢ vang Curcuma longa L.
Viét Nam.

2. Panh gia mdi twong quan gitra mat d6 tuyén trung voi ham luong va hoat
tinh sinh hoc curcuminoid.

3. Ban tong hop va xic nhan ciu tric cic dan xuat moi: dan xuét lai hoa
curcumin-zerumbone  (curcumin-monozerumbone va  curcumin-
biszerumbone) va dan xuét di-propargyl curcumin va tim hiéu hoat tinh
sinh hoc cua ching.

4. Sang loc nghién ctru co ché tac dung cac hoat tinh sinh hoc chinh cua ba
curcuminoid tinh khiét (CUR, DMC va BDMC) thong qua mé phong in
silico két hop thtr nghiém in vitro.

- Hoat tinh chéng oxy hoa (thong qua thir nghiém DPPH va ABTS).
- Hoat tinh khang viém va @rc ché enzyme NOX (NADPH-oxidase)

Cac dong gop méi cua Luan an:

1. Lan dau phat hién loai tuyén tring méi Scutellonema curcumae sp. n.
trén 1é ngh¢ vang Viét Nam. Pa dinh lugng dugc: mau c6 mat d6 nhiém thép
cho ham lugng bisdemethoxycurcumin ting 3,5 1an so v6i mau nhiém mat do
tuyén tring cao nhét va hoat tinh chéng oxy hoa cai thién rd rét (SCso giam tir
43,62 xubng 13,85 pg/mL).

2. Ban tong hop thanh cong din xuat lai hoa curcumin-monozerumbone
(4) gitp tang tinh than dau (ClogP tir 3,72 1én 6,51) va mang lai hoat tinh sinh
hoc cai thién nhu khang viém: Tang gap 3.8 1an so v&i curcumin; doc té bao
ung thu gan (Hep-G2): Tang gip 2,5 lan; khang vi sinh vat: Pho tic dung mo
rong, trc ché 6/8 chung (curcumin chi dat 2/8).



3. Két hop tinh toan luong tir (1y thuyét phiém ham mat d) voi mo phong
lap ghép phén tir va dong luc hoc phén tir dé 1am 16 co ché tic dung & cip do
phan tir. Tinh toan lugng tir chi ra bisdemethoxycurcumin ¢6 hing sb toc do
quét gbc HOO» trong moi truong lipid cao gap 20 1an so véi curcumin, chu yéu
qua co ché chuyén nguyén tir hydro. M6 phong dong luc hoc phén tir khang
dinh bisdemethoxycurcumin tao phitc hop bén vimg hon véi protein
TLR4/MD-2 (ning luong lién két -9,73 so voi -9,29 kcal/mol), nhat quan véi
két qua we ché nitric oxide thuc nghiém.

) 4 nghia khoa hoc va thuc tién ciia lugn dn

Co so va y nghia khoa hoc:

Lu4n 4n cung cap co so khoa hoc vitng chic vé tic dong cua ap luc sinh
hoc (biotic stress) 1én qua trinh sinh tong hop cac hop chét thir cap & thuc vat.
Pay la cong trinh dau tién tai Viét Nam cong bd sy phat hién loai tuyén trung
moéi (Scutellonema curcumae sp. n.) va 1am rd co ché 1am suy giam ham luong
bisdemethoxycurcumin (BDMC), tir d6 chirng minh mdi twong quan nghich
bién giita mat d6 tuyén tring va chat luong duoc 1y cta ci nghé.

Dua trén nguyén ly "lai hoa phan td" (molecular hybridization), luan an
da xay dung duoc co s& khoa hoc cho viée bién ddi cAu triic curcumin nhiam khic
phuc cac nhugc diém vé d6 6n dinh va sinh kha dung. Viéc két hop phwong phap
mo phong tinh toan (in silico) va thuc nghiém sinh hoc (in vitro) da lam sang to
mdi lién quan giita cdu trac va tic dung sinh hoc (SAR), giai thich 1d co ché
twong tac & cAp do phan tir ciia cac din xut méi so véi chit gde.

Y nghia thuc tién:

Két qua cta luan an lam thay doi quan diém trong canh tac cay dugc liéu:
viéc quan 1y tuyén trung khong chi don thuan dé bao vé ning suit (yield
protection) ma con 13 chién lugc can thiép thiét yéu nham téi vu hoa va bao
dam ham lugng hoat chit curcuminoid (dac biét 1a BDMC) dat chuan cho
nguyén li¢u y dugc.

Céc dan xuét lai hoa ban tong hop (dién hinh nhu dan xuit Curcumin-
Monozerumbone) thé hién hoat tinh khang viém va gay doc té bao (trén dong
HepG2 va A549) vuot troi so v6i curcumin nguyén ban. Pay 13 ngudn dit liéu

thuc nghiém quan trong, cung cap cac "chat din duong" (lead compounds) day



tiém nang cho cac nghién ctru tién 1am sang nham phat trién cac thudc diéu tri

ung thu va khang viém thé hé méi.



CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Tong quan vé cac thuc vat chi Nghé (Curcuma L.)
1.1.1. Pa dang sinh hoc va vi tri trong y hoc cé truyén

Chi Ngh¢ (Curcuma L.) 1a mot trong nhitng chi 16n va quan trong nhat
thudc ho Gung (Zingiberaceae), gom khoang 80 - 100 loai thyc vat than thao
lau nam c6 hé théng than ré phat trién manh. Cac loai thudc chi Curcuma phan
bb rong khip cac ving sinh thai nhiét d6i va can nhiét d6i, trai dai tir An D,
Pong Nam A dén khu vyc Chau A - Thai Binh Duong. Tai day, ching khong
chi sinh trudng dudi dang hoang di ma con duogc thuin héa va canh tic quy mo
16n dé phyc vu doi séng con ngudi [13, 14].

Trong lich str y dugc hoc, chi Curcuma giit vi tri trung tdm trong cac h¢
thdng y hoc ¢b truyén 1au doi nhu Ayurveda (An Do), y hoc ¢6 truyén Trung
Hoa va cac nén y hoc ban dia Pong Nam A. Than ré tr xa xua dd duoc khai
thac da muc dich, vira 1a chat chi thi mau ty nhién, gia vi, chit bao quan thuc
phém thiét yéu, vua la duoc liéu quy dé diéu trj da dang cac bénh 1y nhu roi
loan tiéu hoa, bénh gan mat, ho hp va cac ton thuong ngoai da [14].

Dudi nghién ctru cua khoa hoc hién dai, cac nghién ctru hoa thuc vat da
xéc dinh than & Curcuma 1a ngudn cung cap da dang cac chat chuyén hoa thi
cap co gia tri, dién hinh 1a nhom diarylheptanoid (curcuminoid) va cac hop chat
sesquiterpenoid trong tinh dau. Nhirng thanh phan nay da dugc chimg minh qua
thuc nghiém 1a s& hitu phd hoat tinh sinh hoc rong, bao gdm kha ning chéng
oxy hoa manh, khang viém, khang khuan, khang virus va tiém nang trc ché té
bao ung thu. Sy két hop giira kinh nghiém déan gian va nghién ctru khoa hoc
thuc nghiém da thic day su quan tAm sau sic dbi véi viée phat trién cac ché
pham duoc liéu tir chi thyc vat nay [13, 14].

1.1.2. Gia tri dinh dwong va dwoc thuc phcfm

Bén canh vai tro 1a cay thudc, cac loai Curcuma con dugc xem 13 ngudn
thyc pham chirc nang ty nhién gidu gia tri. Phan tich thanh phan dinh dudng
cho thdy than ré, va trong mot s6 trudng hop 1a ré ¢t va cum hoa, 13 ngudn cung
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cap dang ké carbohydrate, protein, tinh bot, chat béo, ciing cac vi chit thiét yéu
nhu khoang chat va vitamin. Chinh sy két hop doc déo gitta gia tri dinh dudng
va dugc tinh da cho phép st dung cac loai nay nhu mot liéu phép thuc tri (dung
thuc phém dé tri bénh), ho tro hidu qua trong viéc thanh loc mau, cai thién stc
khoe 1an da, va kiém soét cac bénh Iy man tinh nhu tiéu duong, loét da day, gan
mat va viém khop [15]. Cu cia cac loai nhu Curcuma angustifolia, Curcuma
leucorrhiza va Curcuma caulina chtta ham lugng tinh bot ngh¢ cao, dugc st
dung, ché bién thanh bot nghé thuc phém [16, 17].

1.1.3. U’ng dung dwoc ly dac hiéu cua cdc loai dai dién

Su da dang vé thanh phﬁn hoa hoc gitra cac loai da tao nén nhirng ting
dung diéu tri chuyén biét trong y hoc dan gian cac nudc:

Nhom diéu trj tiéu hoa va da lidu: Céc loai nhu C. aeruginosa , Curcuma
caesia, Curcuma mangga va Curcuma zedoaria duoc st dung phd bién nhu
cac phuong thudc dau tay cho cac rdi loan tiéu héa phirc tap (kiét ly, kho tiéu,
loét da day), cac bénh Iy gan mat (gan va 14 lach to), cling nhu cac ton thuong
ngoai da (mun nhot, ghé 10, nhiém trung va bam tim) [16].

Gung x0ai (Curcuma amada): 10ai nay dugc tng dung nhu mot chat ha
s6t, thude bo kich thich tiéu hoa (carminative), o1 tiéu va nhuan trang. Hon
nita, C. amada con chimg to hiéu qua trong viéc kiém soat cac bénh 1y ho hap
(hen suyén, viém phé quan) va céc tinh trang viém do chan thuong [18].

Ngh¢ 14 hep (Curcuma angustifolia): ngoai gia tri dinh dudng, loai nay
s& hitu dac tinh lam mat va phuc hdi mé. Trong y hoc ban dia, bot cu C.
angustifolia dugc dung dip ngoai dé thic ddy qua trinh lién xuong giy va giam
sung tdy, dong thoi dung dudng udng dé tri cac bénh duong tiét niéu nhu ticu
kho va lau [19, 20].

Nghé rimg (Curcuma aromatica): Pugc biét dén rong rii trong y hoc ¢b
truyén Thai Lan va Trung Qudc, loai nay dugc danh gia cao vé kha ning hoat
huyét (diéu tri tic mau), giai doc (tri noc ran) va thuc day lanh vét thuong. Cac

nghién ctru hién dai con phat hién tiém nang ctia C. aromatica trong vi¢c Urc



ché sy phat trién té bao ung thu, diéu hoa huyét ap va duong huyét, ciing nhu
tac dung diét con trung [21, 22].
1.1.4. Tam quan trong kinh té va vin héa trén toan ciu

Chi Curcuma da vuot ra khoi bién giéi thuc vat hoc dé tré thanh mot
phan khong thé thiéu trong van hoa va kinh té toan cau. Tai Nam A (An Do,
Sri Lanka, Nepal), ngh¢ 1a dugc st dung chinh trong cac moéon an va y hoc
Ayurveda [23]. Tai Pong Nam A, vai tro ctia chiing bién doi da dang: 1a thanh
phan c6t 18i trong my pham tu nhién tai Thai Lan [24], chat sat tring tai
Malaysia [25] va nguyén liéu cho d6 udng giai khat tai Han Quéc va Nhat Ban
[26, 27]. O Trung Qudc va nhiéu qubc gia khac, cii nghé con dong vai tro 1a
cay nhudom mau tu nhién va chét bao quan thuc phém an toan, thay thé cho céc
phu gia tong hop. Céc chiét xuat tir ci nghé hién dang duogc khai thac rong rai
boi nganh cong nghiép my pham toan cau nho dic tinh dudng da va chéng ldo
hoéa [28, 29].

1.1.5. Co so hoat tinh tu thanh phc"in hoa thuc vat

Hi¢u qua tri liéu cua chi Curcuma dugc cing cd viing chic bdi nén tang
hoa thyc vat phong phu. Cac nghién ctru sang loc trén khoang 32 loai da dinh
danh duoc gén 720 hop chit, tao nén mot thanh phén hoa hoc da dang [30].
Trong d6, hai nhdm hop chét chinh déng vai trd quyét dinh dén hoat tinh sinh
hoc bao gdm:

Curcuminoid (diarylheptanoid) 12 nhém hop chit polyphenol dic
trung cta chi curcuma, bao gébm curcumin (CUR), demethoxycurcumin
(DMC) va bisdemethoxycurcumin (BDMC). Mic du chi chiém ty 1& nho
trong tong khdi luong than ré (khoang 2-5% khdi lugng khd), nhom
curcuminoid chiu trach nhiém chinh cho cac hoat tinh dugc 1y ndi bat nhat
nhu chdng oxy hoa, khang viém, gay doc té bao ung thu, khang khuin va
khang nidm [31]. Curcuminoid tap trung véi ham luong cao nhat & loai C.

longa, d61 tugng nghién ctru chinh cua luan an nay.



Sesquiterpenoid va tinh dau s¢ hitu hon 500 hop chat terpenoid di duoc
xac dinh (bao gdm monoterpense, sesquiterpene va diterpene), nhom nay tao
nén mui huong dic trung va dong gdp quan trong vao hoat tinh khang khuan,
khang nam, diét con tring va chong viém [14, 32]. Pang chu ¥, zerumbone 1a
mot sesquiterpene don vong phan 1ap cha yéu tir Zingiber zerumbet nhung ciing
hién dién trong mdt s6 loai Curcuma duoc thao luan chi tiét trong muc 1.4 voi
tu cach 13 ddi tac lai hoa phén tir v6i curcumin.

Bén canh do6, sy hién dién cia 102 diphenylalkaloid, flavonoid, tannin,
saponin va cac polysaccharide da tao nén tic dung cong huong, gitp dich chiét
toan phan cta cac loai Curcuma thuong cé phd tac dung rong va hiéu qua diéu
trj bén ving [14]. Sy da dang vé thanh phan hoa hoc giita cac loai dan dén su
khac biét vé hoat tinh, trong khi C. longa n6i bat nhd ham luong curcuminoid
cao, thi cac loai nhu C. aromatica, C. zedoaria, C. aeruginosa lai dugc danh
gia cao vé thanh phan tinh dau va sesquiterpene [31]. Su phan hoa nay 1a co s

de lya chon C. longa lam doi tuong nghién ctru curcuminoid trong ludn an.

1.2. Tong quan vé ciy nghé vang (Curcuma longa)
1.2.1. Dac diém thuc vdt va cong dung
1.2.1.1. Bac diém thuc vit va phan bé sinh thai

Nghé vang la mdt loai thyc vat than thdo luu nién thuoc ho Gung
(Zingiberaceae), c6 tén khoa hoc 1a Curcuma longa. Trong nén y hoc c6 truyén
ban dia Vi¢t Nam, loai cay nay con dugc biét dén vé6i nhiéu tén goi khac nhau
tiy theo ving mién va dan tdc, nhu khuong hoang, ut kim, hay cac tén goi caa
ddng bao dan toc nhu co hem, co khan min (tiéng Thai) va khinh lvong (tiéng
Tay) [33, 34].

Vé ngudn gbe dia Iy sinh hoc, C. longa xut phat tir ving nhiét d6i Tamil
Nadu thudc phia déng nam An D6. Nho kha nang thich nghi tt, ngdy nay nghé
vang da dugc di thuc va canh tac rong rai tai nhiéu quéc gia chau A (An bo,
Thai Lan, Viét Nam, Malaysia, Philippines, Han Quéc, Nhat Ban), cac dao
thuoc Nam Thai Binh Duong, cling nhu khu vyc Dong va Tay Phi. Trong do,
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An D6 van 1a qudc gia san xuat va xuat khau nghé vang chu luc trén thé gidi
[35, 36]. Tai Viét Nam, ngh¢ vang duoc tréng phé bién & nhiéu tinh trén ca ba
mién trong d6 tap trung bao gdm ving nui phia bac va khu vuc tdy nguyén. Cay
ua dat toi xop, giau mun, thoat nude tbt, thu hoach cu sau 8-10 thang trong.
Vé hinh thai hoc, C. longa 14 cy than thao, cao trung binh khoang 60 cm
tinh tur géc. H¢ théng 14 phat trién tir géc, be 14 6p vao nhau tao thanh than gia,
phién 14 mau xanh ddm véi bé mat bong muot. Cum hoa moc tu gifra tum 14,
tao thanh chim v&i mau sdc bién thién tir traing dén vang nhat. Pac diém quan
trong nhét cta loai 12 hé théng than ré phat trién manh thanh ca, ngan va day.
Cua ngh¢ co 16p vé ngoai mau nau, bao boc ph?m thit bén trong c6 mau cam
hodc vang sang ddc trung. Kich thudc cu thuong dai tir 5-8 cm, duong kinh

khoéang 2,5 cm, c6 hinh dang thuén dan hodc nhon vé phia cudi [34, 37].

Hinh 1.1. Cay nghé vang (C. longa)

1.2.1.2. Céng dung trong y hoc ¢6 truyén

Trong nén y hoc cd truyén Viét Nam, cac b phan cua cay ngh¢ dugc
phan biét thanh hai vi thudc riéng biét véi tinh nang duoc 1y khac nhau:

Khuong hoang (than ré chinh) thudng cé vi cay dang, mui thom hic, tinh
am. Vi thudc nay chuyén dung dé hanh khi, pha huyét, thong kinh, chi thdng
(giam dau) va kich thich 1én da non (tiéu mu). Khuong hoang dugc chi dinh
trong diéu tri kinh nguyét khong déu, bé kinh, huyét &, cac chimg dau tirc ving
nguc bung, kho thd, chan thuong tu mau, viém loét da day, mun nhot va phong
thap [37].
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Uat kim (r& ca/ré phy) ¢6 vi cay ddng pha chat ngot, tinh mat. Cong ning
chinh 14 hanh khi, giai uat, lwong huyét va pha & [34].

Trén binh dién quéc té, nghé vang dong vai trd trung tim trong nhiéu
nén y hoc ban dia:

Tai An Do, C longa dong vai tro 1a trung tdm trong nén duoc liéu y
hoc Ayurveda nhu thudc bo, loc mau, hd trg tiéu hoa, ha sbt va tri cam lanh
(khi phdi hop voi sita nong). Dich ép nghé tuoi duge dung khang ky sinh
trung ngoai da, trong khi dang bot nhdo dip ngoai giup tri loét, dau khép va
viém tay c6 ma. Cao nudc than ré con dugc ing dung dic hiéu cho cac bénh

1y vé mat [23].

Tai Trung Qudc, C. longa dugc xem 1a thude kich thich, giam dau va
cAm mau hiéu qua, duoc chi dinh trong cac phac dd diéu tri loét da day, XuAt
huyét tiéu hoa, huyét niéu. Dang bot dung ngoai gitp chira tri, nAm toc va cac
vét thwong nhiém trung [38].

Tai Nepal va BPong Nam A, duoc liéu nay duoc dung rong rai dé lam
thube trung tién, loc mau, tri bong gan, giun san va chéng di tng. Tai cac nudc
Dong Nam A, ngh¢ dugc coi la dugc li¢u c6 gia tri, giup bo da day, tri vang da,
bénh gan, roi loan kinh nguyét va lam tan cuc méau dong. Ngoai ra, tinh khang
khuan va khang nam cla ngh¢ con dugc trng dung dé tri cac bénh nhiém trung
duong tiét niéu, viém loi, lao phé)i va cac bénh ngoai da nhu ghé 16, phat
ban [39, 40].

Tai Papua New Guinea, C. longa dugc dung don gian nhung hiéu qua dé
tri cac ching dau ngoai da, vét tham tim va cam sot [41].

Piém chung trong tat ca cac nén y hoc ¢o truyén 1a nghé duoc sir dung
ch yéu cho ba nhom bénh 1y: rdi loan tiéu héa va gan mat; viém nhiém va dau;
ton thuong ngoai da, trong ing véi cac hoat tinh khang viém, chdng oxy hoa

va khang khuan ma khoa hoc hién dai di xac nhan.
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1.2.2. Tinh hinh nghién ciru trén thé gigi
1.2.2.1 Luoc sir nghién cuu

Lich st nghién ctru khoa hoc vé C. longa trén thé giéi bat dau tir thé ky
19 khi Vogel va Pelletier nim 1815 lan dau tién phan 1ap duoc phan doan vang
tir ci nghé va dat tén 13 curcumin [42]. Hon mot thé ky sau, cau trac héa hoc
cua curcumin (diferuloylmethane) madi duge xac dinh chinh xac, dat nén tang
cho nghién ciru hién dai [43]. Nam 1985, Kuttan va cong su cong bd nghién
ctru tién phong vé hoat tinh khang ung thu cta curcumin, mé dau cho lan song
cac nghién ctru duoc 1y kéo dai dén ngay nay [35, 36].

Céc nghién ctru héa hoc thé ky 20 di x4c nhan rang hoat tinh ciia nghé
khong dén tir mot don chit, ma 1a sy dong goép cua hé phirc hop curcuminoid
gdm ba dan xuit diarylheptanoid chinh 1a CUR chiém ty 1& chu dao (khoang
77%), DMC chiém khoang 17%, thiéu mot nhom methoxy, BDMC chiém
khoang 3-6%, thiéu ca hai nhém methoxy cung hé tinh dau hd trg [44]. Tuy
nhién, phan 16n cac cong trinh cong bé tir trude dén nay chi yéu tap trung danh
gia CUR. Trong khi d6, hai thanh phan d6ng hanh 13 DMC va BDMC lai it
duoc khao sat doc lap vé ca hoat tinh sinh hoc 1an tiém nang lam nguyén li¢u
ban tong hop. Sy thiéu hut dit liéu chuyén sau vé DMC va BDMC chinh 13 m6t
khoang tréng khoa hoc quan trong, qua d6 dinh hinh nén muc tiéu trong tim
cua luan an nay.
1.2.2.2 Hoat tinh sinh hoc

Céc nghién ctru in vitro va in vivo trén thé gidi di xay dung nén mot birc
tranh toan dién vé duoc Iy curcuminoid. Dudi day tong hop cac nhom hoat tinh
chinh ¢6 lién quan truc tiép dén nodi dung nghién ctru cta luan an:

Hoat tinh khang ung thu: curcuminoid thé hién hoat tinh gay doc té bao
ung thu tu nhién manh trén nhiéu dong té bao (gan, dai tryc trang, va, tuy, bang
quang) thong qua co ché da dich gdm kich hoat apoptosis (qua con duong
caspase va Smad/Akt), e ché tang sinh té bao (&c ché NF-kB, cyclin D1), trc

ché tao mach mau méi (angiogenesis) va ngan chdn xam lan/di can. Cac thu

12



nghiém 1am sang tai M§ va DPai Loan trén ung thu tuy, dai tryc trang va bang
quang da cho thay két qua kha quan vé do an toan va hiéu qua kim ham khéi u
[45]. Mot xu hudng ndi bat trong nhitng nim gan ddy 13 viéc tach biét va so
sanh hoat tinh ciia ba dan xuat nay. Trong khi CUR thuong xuyén bi han ché
boi d6 on dinh kém, thi BDMC lai dang ghi nhén tiém nang nhd ciu tric bén
vitng hon va kha ning tuong tac dic thu véi mot sé dich tac dung ma CUR
khong co. Pang chii ¥, BDMC gan day duoc ghi nhan c6 kha ning cam ng
apoptosis chon loc trén mot $6 dong té bao ung thu gan véi hi€u luc tuong
duong hoac cao hon CUR [46, 47].

Hoat tinh khang viém qua con dudng TLR4/MD-2: curcuminoid trc ché
phan mg viém thong qua nhiéu co ché, trong d6 dugc chi y nhat 1a kha ning
can thi€p vao con duong tin hicu TLR4/MD-2 (Toll-like receptor 4/Myeloid
differentiation factor 2). Bang cach canh tranh vi tri gin két cua
lipopolysaccharide (LPS) trén phirc h¢ TLR4/MD-2, curcuminoid ngan chédn
viéc kich hoat dong thac tin hiéu NF-«xB ngay tir ddu ngudn, dan dén giam biéu
hién cac cytokine tién viém (TNF-a, IL-1p, IL-6) va enzyme giy viém (iNOS,
COX-2) [48]. Co ché nay ¢ ¥ nghia dic biét trong bdi canh cac bénh viém méan
tinh va dugc khao sat bang mé phong docking phan tir.

Hoat tinh chdng oxy hoa: véi cau trac chira hé lién hop B-diketone va
nhoém -OH phenolic, curcuminoid hoat dong nhu chét queét géc tu do hi€éu qua
(ddc biét vai gde peroxyl ROO» va hydroxyl HO¢) thong qua co ché chuyén
nguyén tir hydrogen (HAT) [49, 50]. Hoat tinh chéng oxy héa phu thudc dang
ké vao cau trac, su hién dién hay Véng mat cia nhom methoxy anh huéng dén
kha niang 6n dinh gbc phenoxyl sau khi nhuong H, do 6 CUR, DMC va BDMC
c6 thé thé hién hoat tinh chéng oxy héa khac nhau s& danh gia qua thir nghiém
DPPH va ABTS.

Hoat tinh khang vi sinh vat: curcuminoid da dugc ching minh c6 phé
khang khuan rong trén nhiéu chung vi khudn Gram duong (S. aureus, B.

subtilis) va Gram am (E. coli, P. aeruginosa), cung hoat tinh khang nam trén
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cac ching Candida va Aspergillus [31]. Ngoai ra, tiém ning khang virus (bao

gém HIV, HSV, influenza) ciing da duoc ghi nhan trong mdt s6 nghién ctru in

vitro, mic du co ché chua duge 1am 18 hoan toan va chua c6 ing dung 1am sang

[50]. Can luu y rang phan 16n dit liéu khang vi sinh vat hién c6 1a tir CUR hoic

hdn hop curcuminoid; dit li€u riéng biét cho DMC va BDMC con rat han ché.
1.2.2.3 Téng hop hoa hoc va ban téng hop

Bén canh chiét xudt tir nguén tu nhién, téng hop héda hoc curcuminoid 1a
hudng nghién cru quan trong, dam bao ngudn nguyén liéu tinh khiét va 6n dinh
cho céc nghién ctru duoc 1y va phat trién thudc.

Téng hop toan phan sir dung phwong phap ngung tu aldol st dung phirc
chit Boron (do Pabon dé xuét nam 1964) hién duogc coi la quy trinh chuan muc
nhit [51, 52]. Phirc Boron gitip bao vé nhom S-diketone, ngin chin cac phan
g phu tai vi tri C-3, cho phép téng hop dinh hudng thanh cong ca 3 din xuét
CUR, DMC va BDMC véi d6 tinh khiét cao (>98%) [53]. Phuong phap nay
van dugc coi 1 quy trinh chuén trong cac phong thi nghiém trén thé gidi.

Ban tong hop va bién d6i cdu trac nham khic phuc nhuge diém kém bén
va kho tan ctia curcumin ty nhién, cac nha hoa dugc thé gidi d phat trién nhiéu
chién luge bién doi cu trac. Cac hudng di chinh bao gdm: thay thé nhom f-
diketone kém bén bang cac di vong (pyrazole, isoxazole); tao phtrc voi ion kim
loai chuyén tiép (kém, dong, ruthenium) hodc ester hda nhom phenolic [54].
Céc dan xuat ban téng hop nay da ching minh hoat tinh khdng ung thu va
khang viém cao gip nhiéu 1an so véi chat gbc [55, 56].
1.2.2.4 Ung dung céng cu tinh todn

Su phat trién cua hoa tinh toan dd mo ra hudng tiép can mdi trong nghién
ctru curcuminoid. Cac phuong phap mo phong docking phan tir cho phép du
doan ai luc lién két giita curcuminoid voi cac dich phan tir (nhu TLR4/MD-2,
COX-2, tubulin), trong khi m6 phong dong luc hoc phan tor (MD simulation)
danh gia d6 bén cua phirc hé thudc-protein dich theo thoi gian [10]. Phuong
phap tinh toan ciing duoc ing dung dé sang loc ing vién trude khi tién hanh
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thuc nghiém ton kém, va dé giai thich co so phan tir cho sy khac biét hoat tinh
gitta CUR, DMC va BDMC [10]. Phuong phép luan in silico dugc trinh bay

chi tiét trong muyc sau.

Song song voi gia tri duge 1y, vin dé bao vé ngudn gen C. longa ciing
dugc quan tam lén. Tai cac vung tréng nghé¢ 16n (An bg§, Thai Lan), tuyén
trung ky sinh thyc vat (thudc gibng Meloidogyne, Pratylenchus) dugc xac
dinh 1a tac nhan chinh giy san sui ci, thdi ré va lam thay d6i nghiém trong
thanh phan hoa hoc cua cay [57, 58]. Tuy nhién, sy da dang loai cua tuyén
tring trén cay nghé van chua dugc kham pha day du, dit ra yéu cau can thiét
vé viéc dinh danh va kiém soét cac loai dich hai mé&i ndi nay.

1.2.3. Tinh hinh nghién cvru tai Viét Nam

Tai Viét Nam, nghé vang la mdt trong nhitng duoc li¢u dugc co truyén
thdng st dung 1au doi, dugc ghi nhan trong cac tai liéu y hoc ¢d truyén két hop
hién dai.

K¢é thira tri thirc cia Tué Tinh va Hai Thuong Lan Ong, nhan dan ta da
str dung nghé (Khuong hoang, Uat kim) nhuan nhuy@én dé tri dau da day, lam
lanh vét thuong va phuc hdi sttc khoe phu nit sau sinh [34, 37].

Trong hai thap ky gan day, nghién ciru vé curcuminoid tai Viét Nam da
dat dugc nhiing két qua dang ghi nhan. Vé cong ngh¢ bao ché, cac nhom nghién
ctru trong nude da lam cha quy trinh chiét xuit curcuminoid quy mé cong
nghiép va phat trién thanh cong cac dang bao ché cong nghé cao nhu nano
curcumin, phytosome, gilip gia tang gia tri tng dung cua cay nghé Viét va giai
quyét bai toan vé do tan ctia hoat chat [59]. V& phan tich hoa hoc, phwong phap
dinh lugng dong thoi ba curcuminoid bang HPLC di duoc xay dung va ap dung
cho kiém nghiém chét luong nguyén liéu [11]. V& danh gia hoat tinh, curcumin
va dich chiét ngh¢ Viét Nam da dugc khao sat trén mdt s6 mo hinh in vitro, bao
gdm hoat tinh khang khuan va hoat tinh chéng oxy hoéa [5, 6].

Mic du di dat duge nhiéu tién bo, nhung cac nghién ctru vé curcuminoid

tai Viét Nam hién nay van con ton tai mot sO han ché nhat dinh. Cu thé, cac
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cong trinh chu yéu dimg lai & quy mo chiét xuat tho hoic tap trung vao CUR,
trong khi viéc tmg dung két hop cong cu mé phong in silico dé dinh huéng thiét
ké dan xuit mdi, cling nhu danh gid anh hudng cua cac yéu t6 sinh hoc (nhu
tuyén trung) dén chat lugng ngudn gen nghé vang, van chua duoc quan tdm va
giai quyét triét dé. Phan 16n cac nghién ctru st dung hdn hop curcuminoid hoic
CUR thuong mai; chua c6 cong trinh phan 1ap riéng biét c4 ba curcuminoid
(CUR, DMC, BDMC) trr ngh¢ Viét Nam dé danh gia, so sanh hoat tinh trén
cung bo thir nghiém, chua c6 nghién ciru ban tong hop dan xuat curcumin nao
duoc thuc hién trén nguén nguyén li¢u Viét Nam, dac biét la dan xuét lai hoa
curcumin-zerumbone, chua c6 dit lidu két hop in vitro va in silico cho h¢
curcuminoid Viét Nam va thanh phan loai tuyén tring ky sinh r& nghé vang tai
Viét Nam va danh gia anh hudng ciia chung dén chat luong nguyén liéu ciing
chua duoc khao sat.

1.2.4. Tuyén tring ky sinh trén cdy dwoc liéu va ciy nghé vang

1.2.4.1. Tac hai cua tuyén trung ky sinh thuc vdt doi véi cay duoc lieu

Tuyén trung ky sinh thuc vét (Plant-parasitic nematodes) 1a mot trong
nhirg nhém dich hai nguy hiém nhat trong san xuit nong nghiép toan cau. Pdi
v6i nhém cay duge lidu, tac dong cua tuyén trung khong chi dung lai & viée
lam giam ning sudt sinh hoc (sinh khdi) ma quan trong hon 13 1am suy giam
chat luong duoc liéu (ham lugng hoat chét) [60]. Pac diém chung ctia cic nhom
tuyén tring gay hai trén cay duogc liéu bao gom [61]:

Ky sinh bét budc, chung sdng trong dit hodc trong mé thuc vat, sir dung
kim hut (stylet) dé chich hut dinh dudng tir té bao ré, 1am can kiét ngudn dur trix
ctia cdy. Cac chi phd bién thudng gip bao gdm Meloidogyne (tuyén tring sung
1), Pratylenchus (tuyén triung ton thuong), Rotylenchulus (tuyén trang than)
va Scutellonema (tuyén tring xodn). Ching phét trién manh trong diéu kién khi
hau nhiét doi, dat toi x6p va dd am cao, nhitng diéu kién trung khép véi ving

sinh thai trong trot ctia nhiéu loai cdy thudc quy, trong d6 c6 nghé.
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1.2.4.2. Pa dang thanh phan loadi va déic diém gdy hai ciia tuyén tring trén cdy
nghé vang

Cay nghé vang c6 bd phan dung chinh 1a than r& (ct) nam dudi mit dat.
Pic diém hinh thai nay khién nghé tro thanh ky chu rat nhay cam voi cac loai
dich hai ré, dién hinh 13 tuyén tring. Céc nhom tuyén tring chinh gay hai trén
ngh¢ dugc phan loai theo kiéu ky sinh nhu sau [57, 62]:

Nhém ndi ky sinh ¢b dinh (Sedentary endoparasites) véi dién hinh 1a chi
Meloidogyne. Au tring xam nhap vao &, kich thich té bao ré phan chia bt
thudng tao thanh cac u sung (galls), lam tac nghén hé théng mach dan, can tro
su van chuyén nudc va mudi khoang.

Nhoém noi ky sinh di chuyén (Migratory endoparasites) dién hinh 1a chi
Pratylenchus va Radopholus. Chung di chuyén ty do trong mé vo ré& va than
ngam, pha hiy té bao, tao ra cac vét thuong hoai tir mau nau den, din dén thdi
ré va ct.

Nhom ngoai ky sinh (Ectoparasites) gdbm céc chi nhu Scutellonema va
Helicotylenchus. Chung khong chui sau vao trong ré ma dung kim hut tan cong
tir bén ngoai 16p biéu bi, gay tén thuong dau ré, lam ré kém phat trién, cdi coc.
1.2.4.3. Anh hwong cia tuyén tring dén sinh Iy va tich lity hoat chat

Tac hai ciia tuyén tring d6i v6i cdy nghé khong chi 14 nhiing tén thuong
co hoc nhin thay bang mat thuong, ma 13 nhimg rdi loan sau sic trong qué trinh
trao d6i chat va tich lily cac chit chuyén hoa thir cap, cu thé ¢ day 1a hé
curcuminoid [63].

Réi loan hip thu dinh dudng va quang hop hé ré bi tuyén trung tin
cong s& mat kha ning hap thu nudc va dinh dudng thiét yéu. Sy thiéu hut
dan dén e ché qua trinh quang hop, 1am giam ngudn cacbon can thiét dé
tong hop cac hop chét hitu co, tir d6 1am giam tong luong sinh khdi va ning

suét cu [64].
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Cac vét thuong do tuyén trung (cic loai c6 kim hat 16n nhu
Scutellonema hay Meloidogyne) tao ra nhirng cira ngd mo, tao diéu kién
thuan loi cho cic ndm dat gdy bénh (nhu Fusarium, Pythium, Rhizoctonia)
xam nhap. Su két hop giita tuyén tring va nam bénh thudng giy ra hién
tugng thdi ¢t phirc hop, lam sut giam chat lwong nguyén liéu nhanh chéng
va nghiém trong hon nhiéu so v&i khi cdy chi nhiém mét loai dich hai [65].

Vé mit sinh 1y thuc vat, sy tdn cong cua tuyén trang gay ra stress sinh
hoc (Biotic stress) [66]. O mirc d6 nhiém nhe, cdy co thé phan ung bang cach
tang nhe ham luong cac chat phenolic (nhu mdt co ché tu vé). Tuy nhién, khi
mat do tuyén tring cao (vuot ngudng giy hai), hé thong phong thu cua cay bi
qua tai. Ning lugng va tai nguyén cua ciy bi chuyén hudng sang viéc sira chira
cac mo bj ton thuong thay vi tong hop hoat chat. Hau qua 13 qua trinh sinh tong
hop céac hop chat curcuminoid bi trc ché, din dén nguyén liéu thu hoach c6 ham
luong hoat chit thap, khong dat tiéu chuan dé chiét xuat cac curcuminoid [67].

Tém lgi, viéc nghién ctru tong quan vé tuyén trung trén cdy nghé cho
thdy day 14 mot yéu to gidi han quan trong trong canh tac duge liéu. Kiém soat
tuyén trung khong chi 1a bién phap bao vé ning suit nong hoc ma 13 yéu cau
bat budc dé chuan hoa ving nguyén liéu, dam bao thu duoc ct nghé c6 ham
luong hoat chét cao va 6n dinh, phuc vu cho céc nghién ctru hoa thyc vat va
bao ché sau nay. Nghién ctru tap trung vao cay nghé vang (Curcuma longa L.),
khang dinh gia tri dugc 1y ¢dt 161 nam & hé phirc hop curcuminoid véi ba dan
xuat song hanh 1a CUR, DMC va BDMC. Phan tich c4u triic hoa hoc chi ra du
CUR chiém ham luong cao nhat, nhung chinh BDMC (khong chira nhom
methoxy) méi s hitu do bén nhiét dong va kha ning khang thiy phan manh
hon, m& ra hudng tai dinh vi vai tro ctua dan xuét nay. Pé khic phuc han ché
vé sinh kha dung va tinh da dich, xu huéng nghién ctru hién dai chuyén dich

sang ban téng hop cac dan xuat lai héa (nhu két hop voi zerumbone) va tng
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dung cong cuy tinh toan in silico (DFT, docking, MD) dé dy bao co ché chdng
oxy hoa va khang viém & cip d6 phan tir trude khi thyc nghiém.

T6ng quan xéac dinh tuyén trung ky sinh 12 yéu t sinh thai gy stress sinh
hoc, 1am suy giam nghiém trong ham luong va chit lugng curcuminoid trong
nguyén liéu. Pay chinh 1a co s& thuc tién dé dé tai trién khai nghién ctru toan
dién tir kiém soat dich hai, phan lap, ban tong hop dén giai ma co ché tac dung
nham phat trién san pham chuyén biét. Téng quan tai liéu cho thiy gia tri duoc
1y ctia nghé vang (Curcuma longa L.) nam & hé phirc hop curcuminoid (CUR,
DMC va BDMC). Trong d6, BDMC s¢ hitu do bén nhiét dong, ciu trac tinh
thé chat ché va kha nang khang thuy phan manh hon do cau triic khong chira
nhém thé methoxy. Dé khic phuc han ché vé sinh kha dung cua curcumin tyu
nhién, chién luoc ban téng hop (lai hoa v6i zerumbone, ether hoa bang gbc
propargyl) két hop mo phong in silico (DFT, docking, MD) 1a huéng tiép can
hiéu qua trong thiét ké phan tir thudc. Pong thoi, cac bang chimg sinh thai canh
bao su de doa tir tuyén trung ky sinh 13 tic nhan truc tiép lam sut giam ham
luong curcuminoid trén ddng rudng. Nhitng co sd Iy luan nay 13 tién dé dé luan
an trién khai nghién ctru toan dién tu kiém soat dich hai, phan 1ap hoat chét,
ban téng hop din xuit méi, dén giai ma co ché phan tir dé phat trién va Gng
dung sau nay.

1.2.5. Thanh phan héa hoc ciia thin ré nghé vang

Trong s6 110 loai thudc chi Nghé (Curcuma L.), méi chi c6 khoang 20
loai dugc nghién ciru vé mat hoa thue vat. Curcuma longa 1a loai dugc nghién
ctru nhiéu nhit vé mat hoa hoc trong chi Curcuma. Cho dén nay, hon 235 hop
chat, chi yéu 1a cac hop chét phenolic va terpenoid, da duoc xac dinh, bao gdm
cac diarylheptanoid (trong d6 co cac chat thuong dugce goi 1a curcuminoid),
diarylpentanoid, monoterpene, sesquiterpene, diterpene, triterpenoid, alkaloid,
sterol, ...[68]. Tiéu biéu cac hop chat duoc thé hién nhu hinh 1.2 va bang 1.2.

Diarylheptanoid va diarylpentanoid: Hon 300 diarylheptanoid da dugc
bao cdo trong ho Gung (Zingiberaceae) va mot s ho khong c6 quan hé ho hang
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gan. Cac curcuminoid thudc nhom diarylheptanoid (hoic diphenylheptanoid)
c6 bd khung aryl-C7-aryl (hop chat 1 dén 19). Nhitng sic t6 mau vang nay
thudng duoc sir dung 1am chat tao mau thyc pham va ching 1a cac hop chat c6
hoat tinh chinh trong nghé. Thanh phan héa hoc quan trong nhat trong than ré
nghé 1a nhém curcuminoid, chiém ham luong khoang 3-6% trong luong kho.
Pay 1a hé hop chét polyphenolic bao gdm ba dan xuat chinh ton tai song hanh:
curcumin (1), demethoxycurcumin (2) va bisdemethoxycurcumin (3) [69]. Co
ba diarylpentanoid (hodc diphenylpentanoid) v&i chudi nim carbon nam giira
hai nhém phenyl (20-22). Phenylpropene va cac hop chat phenolic khac véi sau
phenylpropene don phan (23-28), acid vanillic (29) va vanillin (30) da dugc
xac dinh trong C. longa [70, 71].
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Hinh 1.2. Cu trac hoa hoc cac hop chat phan 1ap duoc tir C. longa
Bdng 1.2. Cac hop chét phan lap dugc tir C. longa
TT Tén hop chat Nhém chat
curcumin (CUR) Diarylheptanoid
2 |demethoxycurcumin (DMC) Diarylheptanoid
3 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-(3, 4-| Diarylheptanoid
dihydroxyphenyl)-1, 6-heptadiene-3, 5-dione
4 1-(4-hydroxyphenyl)-7-(3, 4-dihydroxyphenyl)-1, 6-| Diarylheptanoid
heptadiene-3, 5-dione
bisdemethoxycurcumin (BDMC) Diarylheptanoid
tetrahydroxycurcumin Diarylheptanoid
- 5-hydroxyl-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-(4- Diarylheptanoid
hydroxyphenyl)-4,6-heptadiene-3-one
" 5-hydroxyl-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4,6- | Diarylheptanoid
heptadiene-3-one
9 |1,7-bis(4-hydroxyphenyl)-1-heptene-3,5-dione Diarylheptanoid
10 5-hydroxyl-7-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-(4- Diarylheptanoid
hydroxyphenyl)-4,6-heptadiene-3-one
1 3-hydroxy-1,7-bis-(4-hydroxyphenyl)-6-heptene-1,5- | Diarylheptanoid
dione
» 1,5-dihydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-(4- | Diarylheptanoid
hydroxyphenyl)-4,6-heptadiene-3-one
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TT Tén hop chat Nhém chat

13 1,5-dihydroxy-1-(4-hydroxyphenyl)-7-(4-hydroxy-3- | Diarylheptanoid
methoxyphenyl)-4,6-heptadiene-3-one

14 1,5-dihydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- | Diarylheptanoid
4,6-heptadiene-3-one

15 1,5-dihydroxy-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)-4,6- Diarylheptanoid
heptadiene-3-one

16 1,5-epoxy-3-carbonyl-1,7-bis(4-hydroxyphenyl)-4,6- | Diarylheptanoid
heptadiene

17 |cyclocurcumin Diarylheptanoid

18 1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,4,6-heptatrien- | Diarylheptanoid
3-one

19 |1,7-bis-(4-hydroxyphenyl)-1,4,6-heptatrien-3-one Diarylheptanoid

20 |1,5-bis(4-hydroxyphenyl)-penta-(1E,4E)-1,4-dien-3-one| Diarylheptanoid

21 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(4-hydroxyphenyl)- | Diarylheptanoid
1, 4-pentadiene-3-one

99 1,5-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-penta-(1E,4E)- | Diarylheptanoid
1,4-dien-3-one

23 4"-(4"-hydroxyphenyl)-2"-oxo0-3"-butenyl-3-(4'- Phenylpropene
hydroxyphenyl-3'-methoxy)-propenoate

24 4"-(4"'-hydroxyphenyl-3-methoxy)-2"-ox0-3"-butenyl- | Phenylpropene
3-(4'-hydroxyphenyl)-propenoate

25 |calebin-A Phenylpropene

26 |(E)-4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)but-3-en-2-one Phenylpropene

27 |(E)-ferulic acid Phenylpropene

28 |(Z)-ferulic acid Phenylpropene

29 |vanillic acid Phenolic

30 |vanillin Phenolic

Cho dén nay, it nhat 185 hop chat terpene da dugc phan 1ap hodc phat

hién tir 14, hoa, ré va than ré ctia C. longa, bao gdbm gan 70 monoterpene, 110

sesquiterpene, 09 diterpene va 06 triterpenoid. Ngoai ra, 04 steroid 05 acid béo
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mach dai va 16 hop chit khac di dugc xac dinh tir C. longa [68]. Cac hop chat

tiéu biéu dugc thé hién nhu hinh 1.3 va bang 1.3.
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Hinh 1.3. Céu triic hoa hoc cac hop chit khac phén lap duoc tir C. longa

Bdng 1.3. Cac hop chét khac phan 1ap duoc tir C. longa

TT

Tén hop chit

31

phytol

32

(E,E,E)-3,7,11,15-tetramethylhexadeca-1,3,6,10,14-pentaene

33

2,6,11,15-tetramethyl-hexadeca-2,6,8,10,14-pentaene

34

1,6,10,14-hexadecatetraen-3-0l,3,7,11,15-tetramethyl-, (E,E)-

35

hopenone |

36

hop-17(21)-en-3-ol

37

hop-17(21)-en-3-yl acetate

38

B-sitosterol

39

stigmasterol

40

gitoxigenin

41

20-oxopregn-16-en-12-yl acetate

42

linoleic acid

43

8,11-Octadecadienoic acid, methyl ester

44

palmitic acid (n-hexadecanoic acid)

45

oleic acid

46

stearic acid

47

curcuma-J

48

2-(2'-methyl-1'-propenyl)-4, 6-dimethyl-7-hydroxyquinoline

49

2,3,5-trimethylfuran
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50 |(1,2,3-trimethyl-cyclopent-2-enyl)-methanol

51 |dicumyl peroxide

52 |1-(3-cyclopentylpropyl)-2,4-dimethy-benzene

53 |1,4-dimethyl-2-(2-methylpropyl)-benzene

54 |2,2'-oxybis[octahydro-7,8,8-trimethyl-4,7-methanobenzofuran

55 |cyclohexyl formate

56 |methyleugenol

57 |3,3,5-trimethyl-cyclohexanol acetate

58 |2,4-dimethyl-8-oxabicyclo[3.2.1]oct-6-en-3-one

59 |2,6-dimethyl-6-(4-methyl-3-pentenyl)-2-cyclohexene-1-carboxaldehyde

60 |bicyclo[3.3.1]nonan-9-one, 2,4-dimethyl-3-nitro- (exo)-

61 |2,2,4-trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl-heptadeca-3,7,11,15-tetraenyl)-
cyclohexanol

62 |pyrazolo[1,5-a]pyridine, 3,3a,4,7-tetrahydro-3,3-dimethyl-, (3aS)

1.2.6. Hoat tinh sinh hoc

H¢ phtrc hop curcuminoid trong C. longa dugc xem la mdt nhoém cac
hop chat da dich, c6 kha ning diéu hoa hang loat con duong tin hiéu té bao.
Céc nghién ctru hién dai da hé thong hoa cac kinh nghiém sir dung trong dan
gian thanh céc béng chtirng khoa hoc, trong do ndi bat nhat 1a truc tac dung gém
chéng oxy hoa - khang viém - bao vé té bao.
1.2.6.1. Hoat tinh chong oxy héa va khédng viém

Day la hai hoat tinh sinh hoc cdt 161, chi phéi hau hét cac tac dung duogc
Iy khac ctia nghé va 1a tién dé cho cac nghién ctru mé phong phén tir (in silico)
trong ludn an nay.

Curcuminoid thé hién kha ning trc ché manh mé céac chat trung gian giy
viéem. O cép dd phan tir, cac dan xuét ciia ngh¢ (CUR, DMC va BDMC) hoat
dong béng cach ngan chan su kich hoat cua yéu t6 nhan NF-kB, mot yéu td
phién ma dong vai tro cong tic khoi dong yéu td phién ma trung tm trong viéc
khai phat dap Gmg viém [72]. Qua trinh nay gitup lam giam sy biéu hién cia cac
enzyme gay viem nhu COX-2, LOX va céc cytokine (TNF-a, IL-14, IL-6) [73].

Cac nghién ctru gan day con goi y kha nang tuong tac cia curcuminoid véi thu
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thé TLR4, md ra huéng tiép can méi trong viéc kiém soat cac bénh 1y viém
man tinh ngay tur giai doan khaé1 phat tin hiéu [74].

Vi hé lién hop p-diketon va nhom phenol hydroxyl 12 yéu t6 quyét dinh
kha ning quét gdc tu do, curcuminoid dong vai tro 13 chat quét ge tu do (ROS
scavenging) hiéu qua, cac gbc nguy hiém nhu peroxyl va hydroxyl [75]. Bén
canh vi€c trung hoa tryc tiép, hoat chét nay con kich thich h¢ théng enzyme bao
vé€ nodi sinh (nhu superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase), gitip
bao vé ciu tric DNA va mang té bao khoi ton thuong do stress oxy hoa [76].
1.2.6.2. Tdc dung trén hé tiéu hoa va gan mdt

Ké thira tri thirc y hoc ¢6 truyén, cac nghién ctru duoc 1y hién dai di xac
nhan vai tro bao vé ro rét cua nghé dbi voi hé tiéu hoa va gan mat.

Curcumin c6 tac dung bao v¢ niém mac da day thong qua viéc tang bai
tiét chat nhdy (mucin) va bicarbonate, dong thoi e ché sy bam dinh cua vi
khuan Helicobacter pylori [77]. Déi véi cac bénh 1y viém rudt (IBD) va hoi
ching rudt kich thich (IBS), hoat chat gitip cai thién ddng ké cac triéu ching
dau, day hoi va diéu hoa nhu dong rudt nhd co ché chéng co thit va khang viém
tai chd [78].

Curcuminoid thé hién kha ning giai doc va bao vé té bao gan trudc cac
tac nhan gay hoai tir nhu paracetamol, hoa chat doc hai va aflatoxin [79]. Tac
dung loi mat cua né giup ting bai tiét mudi mat, giam ndng do cholesterol, hd
trg ngdn ngura sé1 mat va cai thién chirc ndng gan trong cac truong hop gan
nhiém md hay xo gan [80].
1.2.6.3. Tac dung trén hé chuyén hoa va tim mach

Trong bdi canh cac bénh réi loan chuyén héa ngay cang gia ting,
curcuminoid noi 1én nhu mot tic nhan diéu hoa da ning. Hoat chat gitp cai
thién d6 nhay cua insulin va trc ché enzyme a-amylase tuy, tir d6 kiém soat hiéu
qua muc dudng huyét sau an [81, 82].

Thong qua viéc cai thién cac chi sd lipid mau (giam LDL, ting HDL) va

ngan chdn sy peroxid hoéa lipid, curcuminoid giip giam thi€u nguy co xo vira
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dong mach. Ngoai ra, kha ning trc ché ngung tap tiéu cau cia nd gbp phan quan
trong trong viéc phong ngira huyét khéi va cac bién cd tim mach [83].
1.2.6.4. Hoat tinh khang vi sinh vat va co chépho‘ng vé

Bén canh tac dung trén co thé nguoi, C. longa con so hitu mot hang rao
hoa hoc manh dé chdng lai cic tac nhan gdy bénh tir méi truong. Dich chiét
nghé thé hién phd trc ché rong trén nhiéu ching vi khuan Gram dwong, Gram
am va cac chung ndm gy bénh da lidu (Trichophyton, Microsporum) [84, 85].

Mot dic tinh quy cua curcumin 13 kha ning rc ché bom P-glycoprotein,
gitip tai 1ap d6 nhay cam cia céc té bao vi khuan hodc ung thu da khang thudc,
nang cao hiéu qua cua cac liéu phap diéu tri phdi hop [86]. Cac dic tinh khang
khuan va khdng nidm nay cling goi mo tiém ning cia cdy nghé trong viéc d6i
pho voi céac loai ky sinh trung thuc vat.
1.2.6.5. Cac tac dung khac va tinh an toan

Ngoai cac nhém tac dung chinh néu trén, curcuminoid con cho thiy tiém
nang trong vi¢c bao vé hé¢ than kinh (chéng trAm cam, ngan ngua thoai hoa than
kinh), hd tro diéu tri cac bénh 1y hd hap (hen suyén, COPD) va an toan khi st
dung lau dai [87, 88]. Cac nghién ciru doc tinh hoc di khang dinh C. longa
khong gay quai thai hay dot bién gen, dam bao tinh an toan cho viéc phat trién
cac ché pham bao vé strc khoe [89, 90].
1.2.6.6. So sanh hoat tinh gitta ba dang curcuminoid va dinh hudng nghién cuu

Mic du hon hop curcuminoid ty nhién di dugc ung dung rong rii nho
phd tac dung duogc 1y da dang, cac nghién ctu in vitro chuyén siu trén thé
2161 hién nay nhan manh tam quan trong cua viéc danh gia doc 1ap hoat tinh
tung thanh phén CUR, DMC va BDMC. Sy hién di¢n hay Véng mat cua cac
nhom methoxy (-OCH3) trén vong aryl anh hudng quyét dinh dén hoat lyuc
sinh hoc cua timg hop chat. Pa sb cac cong bd in vitro chi ra rang, trong cac
thir nghiém quét gdc tu do (chdng oxy hoa), CUR thudng thé hién hoat tinh
manh nhat. Piéu nay duoc giai thich 1a do hiéu ung day electron (+I, +M)

cua nhom methoxy & vi tri ortho so v&é1 nhom hydroxyl phenol, 1am tang mat
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do electron trén nguyén tr oxy va qua do tdng cuong kha nang cho nguyén
tu hydro [88-90].

Tuy nhién, ddi véi hoat tinh khang viém va gdy doc té bao ung thu
(cytotoxic), hiéu qua cua ba dang curcuminoid co su bién thién dang ké va
khong dong nhét, phu thudc vao timg dong té bao dich. Mot sé nghién ctru in
vitro cho thly BDMC, du ¢6 kha ning chong oxy hoa kém hon CUR, lai thé
hién sy On dinh hoa hoc cao hon trong moi truong sinh ly va doi khi cho tac
dung urc ché biéu hién céc enzyme viém (nhu COX-2, iNOS) hodc trc ché su
tang sinh ctia mot s6 dong té bao ung thu vuot tréi hon so véi CUR [73, 74].
Su khac biét vé pho hoat tinh in vitro nay dit ra yéu cau cap thiét phai phan lap,
tinh ché riéng biét ba dang curcuminoid dé lam séng t6 co ché tac dung & céap
phan tr, tir d6 cung cép tién dé viing chic cho viée lya chon b khung cAu tric
pht hop nhét trong dinh hudng ban téng hop cac din xuit méi ¢ duge tinh
manh hon.

1.3. Cau tric hoa hoc va tinh chit Iy héa ciia hé curcuminoid

Khac v6i cac nghién ctru dinh lugng thong thudng tap trung vao ty 1€
phan bd, viéc nghién ciru sau ban chat hoa hoc va cac dic trung Iy hoa ciia hé
curcuminoid dong vai trd tién quyét trong viéc giai thich co ché dugc Iy va do
bén ctia chung. Hé curcuminoid khong don thuan 1a mot hdn hop cac chat mau,
ma 12 mot tap hop cac din xudt diarylheptanoid ¢ ciu trac trong déng nhung
s hitu nhitng khac biét tinh té vé mat dién tir va khong gian, quyét dinh truc
tiép dén kha ning phan tmg va 4i lyc sinh hoc cua ting thanh phan.

1.3.1. Pic diém ciu tricc phin tiv va higu ing nhom thé

V& mit cdu trac nén tang, ca ba dan xuat chinh (CUR, DMC va BDMC)
déu duoc xdy dung trén khung 1,7-diarylheptanoid. CAu tric ndy bao gdm hai
vong thom (aryl) ¢ hai du, duoc két ndi boi mot chudi mach thang 7 carbon
(heptane). Piém dic trung ciia chudi mach nay 1a sy hién dién ctia hé lién hop
a.,p-diketone khong bao hoa (h¢ heptadiene-3,5-dione). Pay chinh la trung tam
phan tng chiu trach nhiém cho cac tinh chat quang hoc (mau vang) va kha ning
bat gdc ty do cta phén tir.
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CAU TRUC KHUNG 1,7-DIARYLHEPTANOID

Vitri1 .C‘ Cs Ce Cy' Vitri7

Vong Ar Vong Ar
0 O l Vi dy: Curcumin (tir Nghé) 1
\ / [ ’ » . -
O O VI TRi NHOM MANG MAU BAC TRUNG
HUMHH TR
OH Curcumin OH o B Bg")%ﬂ Hé thdng lién hop kéo dai

V4 HO. o

_ .
H@ théing ndi ddi lién hop O ;
- [
HO Py
o~

T 4 / chiu tréch nhigm cho

&

Cy

< Electron pi phi cyc bd
OH trén cac vong va chuoi

Hinh 1.4. Cau tric khung 1,7-diarylheptanoid va vi tri nhém mang mau dic trung
Tuy nhién, sy phan héa vé tinh chét Iy hoa giira ba dan xuat nay bat

nguén tr sy bién thién cta cac nhom thé trén vong thom, cu thé 13 nhom

methoxy (-OCH3) tai vi tri ortho so vé1 nhém hydroxyl (-OH) phenolic.

CUR s¢ hitu cau tric ddi xing tdm véi hai nhom methoxy hién dién
trén ca hai vong thom. Nhom methoxy 1a nhom day electron manh (+1, +M),
lam tang mat do dién tr trén vong benzene va trén nguyén tir oxy cua nhom
hydroxyl phenolic. V& mat ly thuyét, didu nay lam giam ning lugng phan ly
lién két O-H, thuan loi cho co ché tach hydro (HAT) trong phan mg chdng
oxy hoa, nhung dong thoi cling 1am ting do cong kénh khong gian va tinh
ky nudc cua phan tu.

DMC 1a dang ciu trGic bat d6i xung, lai giita tinh chit cia CUR va
BDMC khi chi con gilr lai mot nhém methoxy trén mot vong thom. Su mat
dbi xtmg nay tao ra sy phan b dién tich khong dong déu trén hai dau phan
ttr, anh huong dén moment ludng cuc va kha ning twong tac voi cac thu thé
sinh hoc.

BDMC la dan xuét c6 cau tric tinh gian nhat, hoan toan khong chira
nhom methoxy trén ca hai vong thom. Sy vang mit ciia nhom thé day

electron nay dan dén hai hé qua quan trong: Th nhat, mat do dién tu trén
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vong thom thap hon so véi CUR, 1am thay d6i ai lyc phan Gng voi cac tac
nhan oxy héa. Tht hai, va quan trong hon, cdu tric trd nén gon gang hon,
giam thiéu cac tuong tac diy khong gian, cho phép cac phan tot BDMC xép

chdng chat ché hon trong trang thai ran.

CURCLUAMN (CU= DEMETHOXYCURCUMIN (D) BISOEME THOXYCURCUMN
C Iy A
PO e
" fowiem »
C C o Ty A
: - - "™
“,: () - I-'N;-\T‘ L4 ] 0.. 'y » P
< o,
N Oy L " wi - g LA P VI
I e el Sl ey ety
OO
2 rodon metany (OO0 ) . - D e ety
g N > - .
QU 2 o metory 180 wmyg .
Clrg B phde W C M0 SUC O metha) Bl X sy Corg Mo phin by 5O,

BOME 1 i ey o sy
Hinh 1.5. So sanh céu trac hoa hoc va su phan bd nhém thé methoxy cua ba
dan xuét chinh: CUR, DMC va BDMC
Trong nhiéu tai liéu nghién ciru qudc té, ba thanh phan chinh cta hé
curcuminoid thuong duoc ky hiéu l1an luot 13 Curcumin I, Curcumin II va
Curcumin III. Tuy nhién, dé d¢am bao tinh théng nhat, chinh xac vé danh phap
hoa hoc va gitip ngudi doc dé theo ddi, trong toan bo luan 4n nay, tac gia théng
nhat sir dung hé thong ky hiéu viét tat tuong duong 1a CUR (Curcumin, twong
duong Curcumin I), DMC (Demethoxycurcumin, tuong duwong Curcumin II)
va BDMC (Bisdemethoxycurcumin, twrong duong Curcumin I1I).
1.3.2. Cén béng hé bién va tinh chét di¢n tir
Mot ddc tinh hoa 1y trung tdm chi phdi kha ning phan ung cua hé
curcuminoid 13 su ton tai ctia can bang hd bién (tautomerism) giita dang keto
va dang enol. Do sy hién dién cia nhom methylene linh dong (-CH»-) nam gifra
hai nhém carbonyl, proton tai vi tri C4 ¢6 thé d& dang di chuyén dé tao thanh

hé lién hop méi [91, 92].
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Céc nghién ctru tinh thé hoc va phd hoc di chi ra rang, trong pha ran va
trong dung dich dung mai hitu co khong phan cuc, cac curcuminoid ton tai chi
yéu & dang enol. Nguyén nhén 1a do dang enol duoc bén hoa boi mot lién két
hydro ndi phén tir vimg chic giita nhém -OH enolic va nguyén tir oxy ctia nhom
carbonyl con lai, tao thanh m{t vong gid 6 canh bén viing. Céu trac nay tao nén
mot hé electron 7 lién hop phéng trai dai toan by phan tur, 1a co so cho cac dinh
hap thu UV-Vis dic trung [93, 94].

Tuy nhién, sy hién dién ctia nhém methoxy anh huéng dang ké dén hang
sO can bang ciia qué trinh nay. O BDMC, do thiéu hiéu tmg day electron tir
nhom methoxy vao hé lién hop, kha ning bén hoa dang enol bi suy gidm so voi
CUR. Hé qua 1a BDMC c¢6 xu hudng duy tri cdu tric dang keto hodc c6 ty 1
dang enol thip hon trong mot sé mdi truong dung moi nhat dinh. Diéu nay
mang y nghia duoc 1y quan trong vi dang keto thudng tro hon vé mit hoa hoc
d6i v6i cac phan ung oxy héa cit mach, gop phan giai thich cho tinh 6n dinh
manh hon cta din xuat nay [95, 96].

Li®n kOthydronéi phoné

o o '/\ Protontransfert'i C4 (\)\/H\O
0 X > 0 0 N O
HO O O oH T HOOH
VBnggif 6 c'nh bOnv+ng
D'ng Keto D'ng Enol
Hinh 1.6. Can bang hd bién keto-enol va co ché bén héa dang enol théng qua
lién két hydro noi phan tir

1.3.3. Nhigt dong hoc va dé bén ciu tric

Phén tich cac thong sé nhiét dong hoc cung cap bang chimg thuyét phuc
vé su khéc biét trong do bén céu trac gifta cac dan xuét, dic biét 1a sy bén hon
cua BDMC.

Nang lugng mang ludi tinh thé va nhi¢t do nong chay: mot chi sb vat
1y phan anh do bén cua lién két giita cac phan tir 1a nhiét do nong chay. Dir

liéu thyc nghiém cho théy mot sy nhay vot vé gia tri nay: trong khi CUR va
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DMC c6 diém nong chay lan luot 1a 184°C va 172°C , thi BDMC dat mirc
cao manh hon 1én t61 222°C [97, 98]. Su chénh 1éch nhi¢t d§ 16n nay (khoang
40-50°C) khong phai 1a ngau nhién, ma phan anh ning luong mang luéi tinh
thé 16n hon cia BDMC. Cau triic khong c6 nhém methoxy gitip BDMC giam
thiéu can tro 14p thé, cho phép cac phan tir dong goi chit ché hon, tao ra
nhiéu twong tic Van der Waals va lién két hydro lién phan tir hon, tir d6 tao
nén mot trang thai ran cuc ky bén ving.

Do bén hoéa hoc va khang thuy phan, hé khung p-diketone cua
curcuminoid vbn rat nhay cam véi moi trudong kiém va cac tac nhan oxy hoa.
Duéi tac dung cua pH kiém (pH > 7.0), proton tai vi tri C4 (c6 tinh acid yéu)
dé dang bi tach ra, ddn dén su phan hity phén tir thong qua phan tng cat mach
retro-aldol, tao thanh cac san pham nhu ferulic acid, vanillin va
feruloylmethane, lam mat mau va mét hoat tinh dugc 1y [99, 100]. Tuy nhién,
cac nghién ctru so sanh do bén di xac lap mot trat tu do bén nhu sau : BDMC
>DMC > CUR [101].

Trong méi trudng kiém manh hodc tac nhan oxy héa manh, sic ky d6
ctia CUR thuong xuét hién day dic cac dinh phu ctia san phidm phan hay [102].
Nguoc lai, BDMC thé hién strc dé khang hoa hoc tdt hon, bao toan duoc peak
sac ky chinh voi dién tich 16n hon va it tap chat hon [103]. Vé d6 bén quang
hoéa, BDMC ciing it nhay cdm hon v4i buc xa UV, han ché duogc qua trinh
quang oxy héa tao thanh cac gdc tu do pha hity céu trac thude [104].

Tém lai, mac du CUR la thanh phén chinh va c6 hoat tinh manh, nhung
chinh sy phtc tap ctia cac nhom thé methoxy lai 1a lam giam d6 bén ciia no.
Nguoc lai, BDMC véi ciu tric toi gian lai s hitu nhitng dic tinh Iy hoa uu
viét, ning luong lién két cao, cdu trac tinh thé bén vitng va kha ning khang
lai cac phan Gmg phan huy, bién né tré thanh hoat chat tiém ning cho viéc
phat trién cac ché pham duogc lidu doi hoi d6 6n dinh cao va thoi gian bao

quan dai han.
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1.4. Ban t(x)ng hop din xuit curcuminoid

Ban téng hop (semi-synthesis) la chién luoc st dung curcumin tu nhién,
thanh phan chiém 70-80% tong curcuminoid, d& phan lap véi gia thanh thap
lam nguyén li¢u dau, thuc hién cac bién d6i hoa hoc c¢d chon loc nhim khéc
phuc cac yéu diém cdu trac dd phan tich trong muc 1.3. Hai ving muc tiéu
chinh trén phan tir curcumin bao gdm hé p-diketone trung tdm (kém bén hoa
hoc, bi cat mach retro-aldol va bj khir béi enzyme pha I) va nhom -OH phenolic
trén vong thom (bi lién hop nhanh boi enzyme pha II) [55, 105]. Dudi day tong
quan cac chién lugc chinh di dugc cong bd trong tai licu.

1.4.1. T (‘;ng hop toan phin dé chii dong ngqun nguyén liéu

Trong nghién ctru dugc li€u, viéc phan 1ap cac don chét tinh khiét (gém
ca BDMC) thuong tén kém va hiéu suit thap. Téng hop toan phan dong vai tro
then chét trong viéc cung cap ngudn nguyén lidu chuan va cho phép tiép can
cac dan xuat curcuminoid khong ddi xtmg ma ty nhién hiém khi tong hop duoc
[106, 107].

Phuong phap ngung tu Aldol cuia Pabon st dung boron trioxide (B203)
dé tao phtrc v6i acetylacetone. Viéc tao phirc nay dong vai tro bao vé vi tri
carbon trung tam (C4), gitp phan trng ngung tu chi xay ra tai hai nhdm methyl
& dau mach, tir d6 tao ra khung curcuminoid v&i do tinh khiét cao (>98%) [108].
Pay 13 co s¢ quan trong dé cac nha nghién ctru so sanh hoat tinh d6i ching giira
chat ty nhién va chat tong hop.

1.4.2. Chién lwgc bdn tong hop va bién déi ciu triic

Bén tong hop tan dung ngudn curcumin ty nhién san co, chi phi thip dé
thye hién cac bién doi héa hoc nhdm vao hai viing cau triic yéu diém cta phén tir.
a) Chién luoc bén héa hé p-diketone bcing di vong hoa

Hé lién hop 1,3-p-diketone & trung tdm phén tir 1a ving kém bén nhat
(d& bi cat mach retro-aldol ¢ pH kiém) va dong thoi 12 vi tri chuyén hoa chinh

(bi khtr thanh tetrahydro- hodc hexahydrocurcumin). Mot huéng di phd bién
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1a chuyén hoa nhoém nay thanh cac di vong bén virng hon nhu pyrazole hodc
isoxazole. Phan ung cta curcumin voi hydrazine (hodc cic dan xuét thé
arylhydrazine) tao di vong pyrazole hodc isoxazole bén nhiét dong, hoan toan
khang lai retro-aldol va khir héa enzyme. Cac din xuat curcumin-pyrazole hoic
curcumin-isoxazole da dugc chirng minh duy tri hodc tang cuong ai luc vai vi
6ng tubulin, bén voi retro-aldol, khang lai khir hoa enzyme, va trong nhiéu
truong hop duy tri hodc tdng cuong ai luc véi cac dich sinh hoc nhu tubulin va
COX-2. Cac dan xuat dj vong nay (vi du: curcumin-pyrazole) da duoc ching
minh d3 tong hop cac din xuat indole 14y cam himg tir curcumin va chimg minh
hoat tinh trc ché sy tring hop tubulin trén nhiéu dong té bao ung thu [55, 105].

Phirc hop difluoroboron dugc tao phurc hé B-diketone véi BF2 cho cac phure
chét co tinh cht quang hoc dac biét (huynh quang manh) va do 6n dinh tang.
Alsalim va cong sy (2026) di tong hop va danh gid in silico cac phuc
difluoroboron curcumin analogue, thé hién tiém ning trc ché dong té bao leukemia
K562 [99, 100].

Han ché chung cua chién luoc bién doi B-diketone 1a loai bé hoan toan
hé keto-enol, déng nghia mat kha nang chelate ion kim loai va mot $6 tuong
tac lién két hydrogen ndi phan ttr, cac dic tinh ¢ vai tro trong co ché chéng
oxy hoa ctia curcumin [44]. Do d6, cac dan xuét thu dugc thuc chét 1a cac
pharmacophore méi can danh gia hoat tinh riéng biét.

b) Bién doi nhém -OH phenolic

Hai nhoém -OH phenolic 13 dich tin cong chinh ctia enzyme chuyén héa
pha II (glucuronid hoa, sulfat hoa) tai thanh rudt va gan, gy dao thai nhanh
curcumin [1, 2]. Chién lugc che chin cac nhom -OH vira bao vé phan tr khoi
lién hop pha II, vira bao ton nguyén ven hé p-diketone. Tuy thudc vao ban chat
lién két hoa hoc, chién luge nay chia thanh hai nhanh c6 ban chat dugc dong
hoc khéc nhau.

Ester hoa - Chién lugc tién thubc (prodrug): Phan tng ester hoa tao
lién két ester (C—O—C=0) giita nhéom -OH phenolic véi acid hitu co. Lién
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két ester bi thuy phan bdi esterase ndi sinh (carboxylesterase, paraoxonase),
giai phong curcumin tu do, day 1a nguyén 1y ¢t 16i cua chién luoc prodrug
[109, 110]. Srivastava va cOng su (2016) di tong hop din xuat ester
curcumin-NSAID (lién hop véi ibuprofen, naproxen) va xac nhan cau tric
bang phd nghiém két hop phan tich DFT [109, 110]. Parvathy (2009) phat
trién hudng ester hoa voi acid amin (glycine, alanine), tao din xuat c6 do tan
trong nudc cai thién nho nhém amin c6 thé proton hoa & pH acid [99]. Uu
diém cua chién luoc ester hoa 1a kha ning giai phong ding hoat chat goc
(curcumin). Han ché chinh 1a lién két ester c6 thé bi thuy phan sém tai da
day hodc huyét twong trude khi dén mo dich [109, 110].

Ether héa - Tao thuc thé héa hoc méi: Phan ung ether hoa (thuong qua
phan tng Williamson véi alkyl halide trong diéu kién bazo) tao lién két ether
(C-O-C). Khac biét cin ban véi ester hoa, lién két ether rat bén trong diéu kién
sinh 1y va khong bi thay phan bdi enzyme néi sinh phd bién. Do d6, cac dan
xuét ether curcumin khong phai 1a tién thudc (prodrug), khong giai phong
curcumin tu do in vivo ma 1a cac thuc thé hoa hoc méi (new chemical entities,
NCE) v61 hoat tinh sinh hoc riéng biét can duogc danh gia doc lap [109, 110].
Uu diém cia ether hoa bao gdm: che chan hoan toan nhom -OH khoi enzyme
pha II; tang tinh than dau (lipophilicity); d6 on dinh héa hoc cao [109, 110].
Trong sd cac nhém alkyl duoc nghién ciru (methyl, benzyl, allyl, propargyl...),
gbc propargyl (-CH2-C=CH) nhén dugc su cha ¥ nhd chira lién két ba alkyne
dau mach (terminal alkyne), tién chat cho phan tmg click chemistry (azide-
alkyne cycloaddition, CuAAC), mdt cong cu ghép ndi hiéu qua trong hoa sinh
hién dai. Phan ing dua géc propargyl vao curcumin dugc thyc hién thuan lgi
qua phan Ung ether hoéa Williamson v&i propargyl bromide, st dung K2COs
trong dung moi phan cyc phi proton.

Su phéan biét rd rang gilra ester hoa (prodrug, thuy phéan giai phong
CUR) va ether hoa (NCE, khong giai phong CUR) ¢6 y nghia quan trong

trong dién giai két qua thuc nghiém: v&i dan xuét ester, hoat tinh in vitro
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phan anh hiéu qua cia curcumin duoc giai phong; trong khi véi dan xuét
ether, hoat tinh phan anh kha nang tuong tac riéng biét ctia toan bd phan tir

dan xuat vo1 dich sinh hoc.

1.4.3. Céu triic, hoat tinh ciia zerumbone va tiém ndang lai héa véi curcumin
a) Nguyén ly lai hoa phdn tir

Lai hoa phan tir (molecular hybridization) 13 chién luoc trong d6 hai
khung duoc chét (pharmacophores) ¢ hoat tinh sinh hoc khac nhau dugc ghép
ndi cong hoa tri vao mot cAu tric duy nhat, tao hop chét lai c¢6 kha nang tuong
tac dong thoi véi nhiéu dich phén tir. So vai liéu phap phdi hop (dung hai thube
riéng biét), hop chét lai c6 vu thé vé duoc dong hoc (mot phan tir, mot profil
ADME) va giam nguy co tuong tac thudc-thudc [54]. Trong linh vuc
curcuminoid, chién lugc lai hda di duoc dé xuét véi nhiéu ddi tac (coumarin,
chalcone, thiazolidinedione, ferrocene...) nhung viéc lai hoa vd1 mot hoat chét

thién nhién cung ho thuc vat con it dugc khai thac [44].

b) Ciu triic héa hoc cua zerumbone

Zerumbone ((2E,6E,10F)-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-2,6,10-trien-
l-one, CisH22O, KLPT 218,33 g/mol) 1a modt sesquiterpene don vong
(monocyclic sesquiterpene) phan 1ap chu yéu tir than ré cay Gung gi6 (Zingiber
zerumbet (L.) Roscoe ex Sm.), mot loai thuc ho Zingiberaceae phan bd rong

rdi & ving nhiét d6i Pong Nam A [111].

Vé mit cau tric, zerumbone sé hitu vong carbocyclic 11 canh (khung
humulane) chira ba lién két d6i va mot nhoém carbonyl. Pac diém ciu triic then
chét nhat 1a hé a,B-enone lién hop (lién két d6i C2=C3 lién hop v6i nhom
carbonyl C1=0). H¢ a,B-enone nay hoat dong nhu mot chit nhan Michael
(Michael acceptor), c6 kha nang phan trng cong hop 1,4 (Michael addition) voi
cac nhom nucleophilic manh trong té bao, dic biét 1a nhém thiol (-SH) trén
cysteine ctia cac protein dich. Pay 1a co ché tic dung phan tir dic trung nhat
phan biét zerumbone v6i curcumin, hgp chat chu yéu tuong tac véi dich sinh
hoc thong qua céc lién két khong cong hoa tri [111].
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Hinh 1.7. CAu tric héa hoc cua zerumbone
¢) Hoat tinh sinh hoc
Zerumbone da dugc nghién clru rong rai vé hoat tinh sinh hoc. Dudi day

la cdc nhém hoat tinh chinh c6 1ién quan dén ndi dung luan an:

V& hoat tinh khang viém, zerumbone trc ché phan tng viém théng qua
nhiéu con duong tin hi¢u, trong do noi bat nhat 1a ac ché hoat héa NF-xB.
Theo tong quan cua Haque va cong su (2017), zerumbone ngin chin
phosphoryl héa va phan huy IxBa, dan dén @c ché sy chuyén vi NF-kB vao
nhan va giam biéu hién cac gen tién viém bao gém iNOS, COX-2, TNF-q,
IL-1B va IL-6 [111]. Nghién cltu chiing minh truc tiép trén mo hinh ton
thuong gan cip ¢ chudt rang zerumbone phat huy tic dung bao vé thong qua
trc ché con duong TLR4/NF-kB/COX-2, ddng thoi giam nong d6 TNF-o va
IL-6 trong huyét thanh [112]. Phat hién nay c6 y nghia dac biét trong boi
canh luan an st dung mo6 phong docking phan tur trén phirc h¢ TLR4/MD-2
dé khao sat tuong tac phan tir cia curcuminoid.

Vé hoat tinh gay doc té bao ung thu, zerumbone thé hién hoat tinh @rc
ché tang sinh trén nhiéu dong té bao ung thu (v, ¢d tir cung, gan, tuy, u than
kinh dém) thong qua co ché da dich: cam tng apoptosis qua con duong
mitochondria (tang Bax, gidam Bcl-2, hoat hda caspase-3 va PARP); trc ché
chu ky té bao; e ché xam 14n va di can. Pic diém ndi bat 1a tinh chon loc,
hoat tinh trén té bao ung thu cao hon so v4i té bao binh thudng [113]. Tinh
chon loc nay lién quan dén su khac biét vé thé oxy hoa - khir gitra té bao ung

thu va té bao binh thuong [111].
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Vé hoat tinh khang vi sinh vat, zerumbone la tic nhan khang khuén tiém
ning d6i véi Streptococcus mutans, vi khuan gy sau rang chinh [114, 115].
Tuy nhién, phd khang vi sinh vat ctia zerumbone nhin chung hep hon so véi
curcumin va can dugc nghién ctru thém [111].

Vé hoat tinh chdng oxy hoa ctia zerumbone trén in vivo, thé hién qua viéc
phuc hoi hoat tinh enzyme SOD va GSH-Px, déng thot giam mirc MDA (san
phém peroxy hoa lipid) trén md6 hinh chudt [112]. Zerumbone c6 kha nang hoat
hoa con duong Nrf2/ARE, din dén ting cuong biéu hién cac enzyme chdng
oxy héa noi sinh nhu HO-1 [111].

d) So sdanh curcumin va zerumbone - co' sé cho chién lwoc lai hoa

Curcumin va zerumbone, mic du thudc hai 16p hop chat khac nhau
(diarylheptanoid vs. sesquiterpene), chia sé mot s dich phan tir chung, dic biét
la NF-xB nhung tac dong thong qua co ché phén tir khac nhau [111]:

Curcumin cha yéu twong tac v6i dich sinh hoc cha yéu qua lién két khong
cong hoéa tri (lién két hydrogen, twong tac ky nudc, twong tic Van der Waals).
H¢ B-diketone va nhom -OH phenolic dong vai tro chinh trong cac tuong tac nay.

Zerumbone cha yéu tuwong tac qua lién két céng héa tri, phan ung
Michael addition gitta hé a,B-enone v41 nhom thiol trén cysteine cua protein
dich (nhu IxB kinase). Day la tuong tac khong thuan nghich hodc chdm thuan
nghich [111].

Su bd trg vé co ché tac dung (non-covalent vs. covalent) trén cung con
dudng tin hidu 13 tién dé 1y thuyét cho gia thuyét: mot dan xuét lai chira dong thoi
ca hai pharmacophore c6 thé tuong tac voi dich sinh hoc theo cach thirc moi, két
hop hai loai twong tac. Pac biét, zerumbone ciing dd dugc ching minh @rc ché con
duong TLR4/NF-xB/COX-2 [112], cung con duong ma curcuminoid tuong tac
qua phtrc hgp TLR4/MD-2 tao thém co sé cho gia thuyét bo tro.

e) Bang chieng thuwc nghiém vé phéi hop curcumin-zerumbone
Nghién ctru tac dung phdi hop curcumin va zerumbone dudi dang hon

hop (combination, chua phai din xuat lai cong hoa tri) trén mé hinh ung thu
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dai tryc trang in vivo va in vitro. Két qua cho thidy hdn hop curcumin+

zerumbone cai thién kha ning tc ché yéu t ting sinh mach mau VEGF-A va

giam tang sinh té bao ung thu so véi khi str dung timg chat don 1é [114, 115].
Phdi hop dang hdn hop (combination) khi hai chét riéng biét duoc dung

d6ng thoi; mdi chét co profil duge dong hoc riéng, twong tac doc lap véi dich.

Dan xuit lai cong hoa tri (molecular hybrid) khi hai pharmacophore dugc
ghép ndi thanh mot phan tir duy nhat; chia sé cung profil ADME va c6 thé anh

huong lan nhau vé mat l1ap thé va dién tu.

Hi¢u tng quan sat duoc trén hon hop khong thé suy luan truc tiép cho dan

xuat lai, va ngugc lai. Pay la diém can dugc kiém chirng bang thuc nghiém riéng.

f) Thdch thirc con ton tai

Bén canh tiém nang, mot sd thach thirc can dugc nhan dién khi danh gia
hudng lai héa curcumin-zerumbone:

- Tinh than dau cao, curcumin c6 logP = 3,0 va zerumbone co logP ~
3,9. Dan xuét lai s& c6 logP du kién vuot 5 - ngudng trén cia quy tic Lipinski
cho sinh kha dung dudng udng. Tuy nhién, quy tic Lipinski 1a huéng dan cha
khong phai gidi han tuyét dbi, va logP cao c6 thé 1a loi thé néu phat trién theo
duong tiém hodc két hop v6i hé phan phdi nano.

- Hiéu tmg 1ap thé, vong 11 canh cila zerumbone c6 kich thudc 16n va
c4u hinh khong linh dong. Khi gan vao vi tri -OH phenolic trén curcumin, hiéu
g can tré 1ap thé c6 thé anh hudng dén tdc do va hiéu suat phan ang ghép
ndi, cling nhu kha nang tiép can dich sinh hoc ctia dan xut lai.

- Bao ton hoat tinh hai pharmacophore, viéc ghép ndi cong hoéa tri co thé
anh huong dén hinh hoc phan tir, han ché kha ning twong tic cua ting
pharmacophore v6i dich riéng. Liéu hé B-diketone cua curcumin va hé a,p-
enone cuia zerumbone c6 con duy tri &i lyc véi dich sinh hoc sau khi ghép ndi

hay khong 13 cau hoi can thyc nghiém tra 10i.
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- Khoang tréng tai liéu, cho dén thoi diém thuc hién téng quan nay, chua
c6 cong trinh nao trong tai liéu cong bd dan xuét lai curcumin-zerumbone duoc
téng hop qua lién két cong hoa tri. Tat ca dit liéu hién c6 vé phdi hop curcumin-
zerumbone déu ¢ dang hon hop [114, 115].

Tom lai, zerumbone dugc danh gia 1a ing vién lai hdéa phu hop voi
curcumin do cung ho thyc vat Zingiberaceae; cung s¢ hitu hoat tinh khang
viém, khang ung thu va chdng oxy hoa dd duoc xac nhan trén nhiéu mé hinh
[111-113]; co ché tac dung b tro véi curcumin [111]; bang ching so bd vé tac
dung phdi hop trén mé hinh ung thu [114, 115] va cung can thiép vao con
duong TLR4/NF-xB [112]. Chién luoc lai hoa cu thé, vi tri ghép ndi va quy
trinh tong hop duoc trinh bay trong Chuong 2.

1.5. Tong quan linh viee md phéng in silico trong nghién ciru

Trong nghién clru phat trién thudc hién dai, cac phuong phép tinh toan
in silico déng vai tro ngdy cang quan trong, cho phép dy doan tinh chat phan
tir, sang loc tmg vién va giai thich co ché tic dung & cAp do nguyén tir trude
khi tién hanh thuc nghiém [116]. Bi v6i hé curcuminoid, cac hop chét da dich
véi co ché hoat dong phuc tap, cong cu tinh toan da cung cép nhing hiéu biét
co gia tri ma thuc nghiém don thuan kho dat dugc. Muc nay téng quan ba nhom
phuong phép in silico chinh da dugc ung dung trong nghién ctru curcuminoid
g6m hoa hoc tinh toan lugng tir, mé phong lap ghép phan tir, va md phong dong
luc hoc phan tu.

1.5.1. Ung dung héa hoc tinh todn lwong tir trong gidi md co ché chong oxy héa

Ly thuyét phiém ham mat do (Density Functional Theory, DFT) la
phuong phap co hoc lugng tir duoc sir dung rong rai dé nghién ciru cau tric
dién ttr, dd bén nhiét dong va co ché phan g hoa hoc cua cac hop chét hiru
co [116]. Trong linh vuc curcuminoid, DFT di duogc ap dung dé giai quyét hai

van dé chinh 1a can bang keto-enol va co ché chong oxy hoa.
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a) Cin bang keto-enol ciia curcuminoid

Curcuminoid t6n tai & dang cin bang gitta hai dong phan hd bién
(tautomer) la dang keto (1,3-diketone) va dang enol (B-hydroxy-a,f-
unsaturated ketone). St dung phuong phap DFT/B3LYP dé nghién ctru cau
trac dién tr cia curcumin, xac nhan ré‘mg dang enol bén viing hon dang keto
nho hé lién két hydrogen noi phan tir (O-H...O) va hé electron 7 lién hop md
rong [91, 92]. Két qua phan tich HOMO-LUMO cho thay dang enol ¢6 khoang
cach nang lugong HOMO-LUMO nho hon, twong tng v6i kha ndng phén tmg
cao hon [91, 92]. Khi tinh dén hiéu ung phén tan (dispersion), sy chénh 1éch
nang lugng gitra dang enol va keto ctia curcumin con 10 rét hon so véi tinh toan
khong bao gdm phén tan, nhidn manh tim quan trong cta viéc lya chon phuong
phap tinh toan phu hop [93, 94].

b) So sdanh co ché chéng oxy héa giita cdc curcuminoid

Hoat tinh chéng oxy héa cua curcuminoid duoc danh gia thong qua kha
ning quét gdc tu do, véi ba co ché chinh duoc dé xuét [117]:

Chuyén nguyén tir hydrogen (HAT - Hydrogen Atom Transfer): Phan tur
chéng oxy héa nhuong truc tiép nguyén tir H (gém ca proton va electron) cho
gbc tu do. Thong sb danh gia: nang lugng phan ly lién két (BDE).

Chuyén electron don 1& - chuyén proton (SET-PT - Single Electron
Transfer followed by Proton Transfer): Phan tir nhuong electron trude, tao
cation radical, sau d6 mat proton. Thong s6 gom thé ion héa (IP) va nang luong
phan ly proton (PDE).

Mit proton lién tiép - chuyén electron (SPLET - Sequential Proton Loss
Electron Transfer): Phan tr mat proton trudc (tao anion), sau d6 anion nhudng
electron. Thong s6 gdm ai luc proton (PA) va enthalpy chuyén electron (ETE).

Hoat tinh chéng oxy hoa cta curcuminoid khong chi phu thudc véo sb
luong nhém hydroxyl (-OH) ma con bi chi phdi boi cdu trac dién tir va moi
truong dung moi. Cac nghién ciru DFT (LY thuyét phiém ham mat do) trén thé

gidi [118] di dua ra nhitng két luan quan trong:
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- Céc tinh toan ning lugng di khang dinh dang enol bén viing hon dang
keto khoang 5-10 kcal/mol nho h¢ lién két hydro ndi phén tir va hé electron n
lién hop. Pay 1a dang c6 vai tro chinh trong hoat tinh don gbc tu do [117].

- Cac md phong DFT di 1am sang to sy canh tranh gitta ba co ché chinh
1a chuyén nguyén ttr hydro (HAT), chuyén electron-proton don 1é (SET-PT) va
mat proton lién tiép chuyén electron (SPLET) [117].

- Trong mdi trudng khong phan cuc (nhu lipid), co ché HAT chiém wu
thé, vdi nhom -OH phenolic 1a vi tri phan tng chinh. Trong moéi trudng phan
cuc (nhu nuoc, huyét tuong), co ché SPLET tré nén thuén loi hon vé mit nhiét
dong hoc [119].

- Cac nghién ctru so sanh gitta CUR va BDMC da chi ra vai tro cua nhom
methoxy (-OCH3). Trong khi nhém nay giup on dinh gbc ti do phenoxy cua
CUR thong qua hiéu tng cong hudng, thi sy ving mit ctia né6 & BDMC lai 1am
gidm can tré 1ap thé, cho phép tiép can tot hon véi mét sd loai géc tu do kich
thudc nhd. Tuy nhién, cac dir licu vé dong hoc phéan tng (kinetics) cia BDMC
van con it duoc cong bd so véi CUR [119, 120].

1.5.2. Mé phéng lip ghép phan ti phén tich twong tic protein - phéi ti

Mo phong lap ghép phan tir (molecular docking) 1a phuong phép tinh
toan dy doan cau hinh lién két (dock pose) va ai luc lién két (binding affinity)
ctia mot phdi tir (ligand) voi protein dich (receptor). Phuong phap nay cho
phép sang loc nhanh nhiéu hop chét trén ciing mét dich, du doan ning luong
lién két tu do (AG), va xac dinh cac amino acid tham gia twong tac (lién két
hydrogen, twong tac ky nudc, twong tac n-m...) [116]. Trong nghién ctru
curcuminoid, mé phong docking phén tir d3 duoc tng dung trén nhiéu protein
dich sinh hoc khac nhau:

a) Docking curcumin voi phirc hé¢ TLR4/MD-2

Phuc hé Toll-like receptor 4/Myeloid differentiation factor 2
(TLR4/MD-2) dong vai tro trung tam trong nhan dién lipopolysaccharide
(LPS) va khoi phat dong thac tin hiéu viém. Nghién ctru két hop docking
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phén tir, m6 phong dong luc hoc phan tir va thyc nghiém dé 1am rd co ché
tuong tac giita curcumin voi protein MD-2 [63]. Két qua docking cho thiy
curcumin gan vao tai ky nude (hydrophobic pocket) cia MD-2 - cung vi tri
gin két cua LPS - théng qua cac tuong tac ky nudc véi cac amino acid 16t
trong ti va lién két hydrogen v&i chudi bén. Pic biét, nghién ciru xdc nhan
curcumin tuong tdc voi Cysl33 trén MD-2, va thuc nghiém dot bién
(mutagenesis) xac nhan vai trd thiét yéu cia Cys133 trong lién két curcumin
- MD-2 [121]. Sy gan két cua curcumin vao MD-2 ngin can qua trinh nhi
hop hoa (dimerization) TLR4/MD-2/LPS, tir d6 trc ché kich hoat NF-kB va
giam biéu hién cytokine tién viém.

Pay 1a nghién ctru in silico quan trong nhit vé twong tac curcumin—
TLR4/MD-2 trong tai li¢u, va két qua da dugc xac nhan béng thyc nghiém
(surface plasmon resonance, mutagenesis). Tuy nhién, nghién ctru chi thuc hién
trén CUR - dir liéu docking va MD cho DMC va BDMC trén cung dich
TLR4/MD-2 chua duoc cong bd, tao nén khoang trong ma luan an huéng dén.
b) Docking curcumin voi cdc dich khang ung thw va khang tiéu dwong

Ngoai TLR4/MD-2, curcumin va cac curcuminoid da dugc docking
v6i nhiéu dich phan tir khac. Docking curcumin védi cyclin dependent kinase
(CDK) - protein quan trong trong diéu hoa chu ky té bao - cho thiy curcumin
c6 4i luc lién két voi active site cuia CDK, goi ¥ co ché tc ché ting sinh té
bao ung thu ¢ cip d6 phan tir [122]. St dung docking dé danh gia twong tac
curcumin voi cac dich lién quan dén tiéu duong type 2 (a-glucosidase, a-
amylase), xac nhan tiém niang (¢ ché enzyme ciia curcumin trén cac dich
chuyén hoa carbohydrate [56].

Céc nghién ciru docking trén cho thay tinh da dich (multi-target) cua
curcumin, kha nang tuong tac véi nhiéu protein thudc cac con duong tin hi¢u
khac nhau. Tuy nhién, mot han ché phd bién 13 phan 16n dir liéu docking chi
thuc hién trén CUR; dit liéu so sanh d6i ching gitrta CUR, DMC va BDMC trén

cung dich phan tir con thiéu.
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1.5.3. M6 phong dong luc hoc phan tur (MD simulation)

Docking phan tir cung cap buc tranh tinh vé twong tac thubc dich tai
mot thoi diém, nhung khong phan anh dugc tinh linh dong cua phtrc hop
trong diéu kién sinh ly. M6 phong dong luc hoc phan tir (Molecular
Dynamics, MD) khic phuc han ché nay bang cach mé phong chuyén dong
ctiia toan bo hé thdng (protein + ligand + dung moi + ion) theo thoi gian
(thuong 10-100 ns), dya trén cac phuong trinh co hoc Newton [116]. Két
qua MD cung cdp cac thong sb danh gia do bén phtc hé theo thoi gian:
RMSD (Root Mean Square Deviation, danh gia sy 6n dinh ciu trac tong thé),
RMSF (Root Mean Square Fluctuation, danh gia tinh linh dong tirng amino
acid), s6 luong lién két hydrogen trung binh, va niang luong lién két tu do
(qua phuong phap MM-PBSA hoac MM-GBSA).

Céc nghién ctu thuc hién mo6 phong MD thoi gian 20 ns trén phitc hé
curcumin-MD-2, x4c nhén rang phtic hé duy tri 6n dinh trong suét qua trinh mo
phong, véi curcumin nam gon trong tai ky nudc cuia MD-2 [121]. Tuy nhién,
mot s6 nghién ciru MD trén cac dich khac nhan thdy phirc hé curcumin-protein
d6i khi kém bén do cau tric phan tir curcumin c6 nhiéu lién két c6 thé quay tu
do (rotatable bonds) trong chudi heptanoid, din dén sy dao dong 16n vé cau
hinh lién két [116]. Quan sat ndy dit ra cau hoi lidu cac dan xuat ban tong hop,
dic biét dan xuét lai ¢6 kich thudce 1én hon va cu trac cung hon (nhu dan xuét
zerumbone v&i vong 11 canh), c¢6 thé cai thién d6 bén phirc hop véi protein
dich hay khong.

Bén canh nghién ctru co sd phan tir ciia cic tic dung chdng oxy hoa va
khang viém, cac cong cu in silico hién nay con dong vai tro quan trong trong
viéc khic phuc nhuoc diém cta curcumin 13 d6 hoa tan kém va sinh kha dung
thép. Thong qua cac mo hinh du doan dugc dong hoc ADMET (hép thu, phan
bd, chuyén hoa, thai trir va doc tinh), cac phan tich in silico cho phép danh gia
nhanh cic thong sb hoa 1y (nhu quy tic Lipinski, dién tich bé mat phan cuc)

ctia cac hop chat. Nho d6, cac nha nghién ctru c6 thé dinh hudng thiét ké, can
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thiép vao cac nhom chirc (nhu ether hoa, lai hoa) nhim tdi vu héa tinh than
nude ma khong lam mat di hoat tinh sinh hoc chinh. Pdng thoi, trong linh vuc
khang ung thu, phuong phap docking phan tir (molecular docking) dang dugc
mg dung manh mé& dé mé phong twong tac clia curcumin va cac dan xuat ban
téng hop véi cac dich protein quan trong cua chu ky té bao (nhu EGFR,
VEGFR, hay cac protein kinase). Két qua tir in silico 1am rd co ché trc ché khoi
u & cap do phan tir va gitp sang loc, du doan chinh xac cac cdu tric dan xuat
tiém nang trude khi tién hanh thyc nghiém in vitro, tiét kiém déng ké thoi gian
va chi phi nghién ctru.

Tir tong quan tai liéu trén, ¢ thé nhan dién cac khoang trong trong linh
vuc md phong in silico curcuminoid phan 16n cac nghién ctru DFT va docking
chi thyc hién trén CUR hodc trén mot curcuminoid riéng 1é. Dit 1iéu so sanh ddi
chtng c6 hé thdng giira ba curcuminoid (CUR, DMC, BDMC) trén cung dich
phan tir (dic biét TLR4/MD-2) bang ca docking va md phong MD con thiéu
[121]. Nghién ctru DFT so sanh co ché chéng oxy héa giira cac curcuminoid
moi bat dau duge thyce hién, dbi chiéu v6i thuc nghiém DPPH/ABTS con han
ché. Dit liéu docking va MD cho cac din xuat ban tong hop mai (dan xuit ether,
dan xuit lai curcumin-zerumbone) trén dich TLR4/MD-2 hoan toan chua c6
trong tai liéu.

Str dung docking phan tur dé du doan 4i lyc lién két cta ca ba curcuminoid
tinh khiét va cac dan xuat ban téng hop trén cung dich TLR4/MD-2; sau d6 st
dung mo phong MD dé danh gia d6 bén phirc hé thuéc—protein dich theo thoi
gian; ddi chiéu két qua in silico véi dir liéu thuc nghiém in vitro (khang viém,
chdng oxy hoa) nham dé xuit co ché tac dung ¢ cap do phan tir. Phuong phap
tinh toan cu thé (phan mém, force field, thoi gian md phong, phuong phap phan

tich) dugc trinh bay trong Chuong 2.
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CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién ciu

Cac mau dat va ca nghé (C. longa L.) d3 duoc thu thap ngiu nhién tai Tu
Mo Réng, Kon Tum, vao thang 10 ndm 2024 va ¢ Ba B¢, Bac Kan vao thang
10 nam 2024. Mau nghé duoc TS. Nguyén Qudc Binh, Bao tang thién nhién
Viét Nam - Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam xac dinh tén khoa
hoc, mau dugc luu giir tai Phong Hoa sinh Nong nghiép va Tinh dau, Vién Hoa
hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam. Trong pham vi luan an
nay, bd phan duoc tap trung thu miu, phan tich hoa thuc vat va chiét xuét 1a
phan dudi mat dat (than ré/ct) cia cdy nghé vang, noi tich liy ham luong

curcuminoid cao nhat.

Hinh 2.1. Mau ct nghé (C. longa L.)
2.2. Phwong phap chiét xuit, phan lip va xac dinh ciu triic hoi hoc

curcuminoid [123-125]

2.2.1. Phwong phdp xit Iy va chiét méu

Mau sau khi thu hai dugc thai nho, phoi trong bong mat, siy kho ¢ nhiét
do 60 °C dén khoi luong khong doi, sau d6 dem nghién nhé. Mau dugc ngam
chiét 3 1an etanol trong thiét bi siéu 4&m & nhiét do phong. Dich téng thu duoc
cAt kiét dung moi dudi ap suat gidm, nhiét d¢ < 50 °C thu dugc can ethanol.
Can ethanol duoc thém nudc va chiét voi dung méi ethyl acetate. Sau khi cat

loai dung méi thu dugc cao ethyl acetate va nudc tuong ting.
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2.2.2. Phwong phap phdn tich, phan ldp cdac hop chit

Céc loai dung méi dé ngam chiét mau st dung loai céng nghiép hoic ky
thuat, dung moi dé phan tich va phan 1ap cac hop chat déu dung loai tinh khiét
(pure), khi dung cho céc loai sic ky cot, sic ky ban mong, sic ky 16p mong
diéu ché phai sir dung loai tinh khiét phan tich (PA).

Viéc phan tich, phan tach cac phan dich chiét ciy duoc thuc hién bang
cac phuong phap sic ky khac nhau: sic ky 16p mong (TLC), sic ky 16p mong
diéu ché (PTLC), sic ky cot thuong (CC) véi pha tinh 1a silica gel (Merck), sic
ky cot pha dao voi pha tinh 1a YMC RP 18 (Merck) va sic ky rdy phan tir voi
pha tinh la sephadex LH-20 (Merck).

Sdc ky I6p mong (TLC): Sac ky 16p mong dung dé khao sat thanh phan
duoc thuc hién trén ban méng trang sin DC-Alufolien 60 F254 (0,25 mm;
Merck) va RP-18 F254S (0,25 mm; Merck). Phat hién chat béng den tir ngoai
& hai budc séng 254 nm va 365 nm hodc dung thude thir 1a dung dich vanilin -
H2SO4 5% trong methanol.

Sdc ky ¢ét thwong (CC): Sic ky cot thudng, v6i pha tinh 1a silica gel
60, cd hat 0,040 - 0,063 mm (230 - 400 mesh) cua Merck, dung moi rira giai
cht yéu 1a loai phan tich, cong nghiép. Sac ky cot rdy phan tir voi pha tinh
la sephadex LH-20. Sic ky cot pha ddo st dung loai YMC RP-18 ¢6 c& hat
1a 30-50 pm.

2.2.3. Phwong phap xdc dinh céu triic héa hoc

CéAu trac hoa hoc cta cac hop chat phan 1ap dugc xac dinh dua vao viéc
nghién ctru cac dic trung hoa 1y (Re trén ban mong, trang thai, mau sic, diém
néng chay) két hop véi phan tich phd NMR, MS cuia cac chat va so sanh véi
dir liéu trong tai liéu tham khao. Céc thiét bi hién dai va phuong phap st dung
dé xé4c dinh cAu tric héa hoc cac hop chit duoc sir dung:

Piém néng chdy (mp): Piém néng chay duoc do trén may Kofler micro-

hotstage cua Vién Hoa hoc - Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.
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Phé khoi lwong (MS): Phd khdi (phun mu dién tr) LC-ESI-MS duoc do
trén may Agilent 1200 TRAP. Pho khéi phan giai cao HR-ESI-MS do trén méy
FT-ICR-Mass spectrophotometer tai Vién Hoa hoc - Vién Han 1am Khoa hoc
va Cong nghé Viét Nam.

Phé cong huong tir nhan (NMR): Phd NMR do trén may Bruckker
avance 500 va 600 MHz(Chat chudn ndi 1a TMS), tai Vién Hoa hoc - Vién Han
lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Cac k¥ thuat dugce str dung: cong hudng
tir hat nhan mot chiéu (1D: '"H-NMR, '*C-NMR va DEPT); cong huong tir hat
nhén hai chiéu (2D: HSQC, HMBC, COSY va NOESY). Cac loai dung méi
duge st dung: DMSO-ds, CD3OD va CDCls theo nguyén tic dung moi phai
hoa tan hoan toan mau do.

2.2.4. Phén ldp cdc hop chit curcuminoid tiv cii nghé

Mau ctii Curcuma longa L. khd (2,0 kg) dem nghién nho va ngam chiét
3 1an voi ethanol (EtOH) trong thiét bi siéu &m & nhiét d6 phong. Dich téng thu
duoc cét kiét dung moi dudi ap suét giam, nhi¢t o < 50°C thu dugc cao cod
EtOH (510g). Cian c6 EtOH dugc thém nudc va chiét voi dung ethyl acetate
(EtOAc) sau d6 cét kiét dung méi thu dugc cac cao twong tng: EtOAc (CLE:
190 g) va nude (CLW: 320 g). Viéc thu nhan céc dich chiét tr cu ngh¢ duoc
tom tat trong Hinh 2.2.

Cao chiét ethyl acetate (CLE, 90g) duoc tién hanh tach tho trén sic ky
cot silica gel pha thuong va1 hé dung moi rira gidai HE 0—100% (ty 1€ ethyl
acetate tang tor 0—100%) thu duoc 5 phan doan (CLE1—CLES).

Phén doan CLE2 (5,0 g) phan tach trén sic ky cot silica gel pha thuong
v6i hé dung moi n-hexane-EtOAc (50:1—10:1), phan doan thu duoc tiép tuc
tach lai trén sic ky cot silica gel pha thudng véi hé dung méi n-hexane-EtOAc
(30:1—>10:1), sau d6 két tinh lai trong dung méi aceton thu duoc hop chat
curcumin (CUR: 30,8 mg).
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Phén doan CLE3 (4,0 g) duoc phan tach trén sic ky cot pha dao RP-18
voi h¢ dung moéi methanol-nuéc (3:7), thu dugc 3 phan doan nhod
(CLE3.1—-CLE3.3). Phan doan CLE3.2 duoc tinh ché qua cot sephadex-
LH20 v6i dung moi rira giai methanol, sau d6 két tinh lai trong dung méi aceton

thu dugc hop chit demethoxycurcumin (DMC: 19,6 mg).

Maiu cit ngh¢ (2kg)
dem nghién nho

1. EtOH

2. Cit loai dung moi

Cao tong ethanol

CLM (510 g)
l Chiét phan doan
Cao ethyl acetate Cao chiét nuéc
(CLE, 190 g) (CLW, 320 g)

Hinh 2.2. So d6 thu nhan cac dich chiét tir ca nghé

Phéan doan CLE4 (3,6 g) phan tach trén sac ky cot silica gel pha thuong
v6i hé dung moi CH2Clo/MeOH (99:1—10:1). Phan doan CLH4.3 dugc tinh ché
qua cot sephadex-LH20 v&i dung mdi rira giai methanol, sau d6 két tinh lai trong
dung moi aceton thu duoc hop chit bisdemethoxycurcumin (BDMC: 8,0 mg).
2.3. Phuong phap ban téng hop tao cic din xuit curcumin
2.3.1. Tao cdc dén xudt curcumin-zerumbone

Ban téng hop céc curcumin-zerumbone dugc thé hién qua 2 giai doan
nhu sau: Giai doan 1 (Brom hoa): Zerumbone (2) dugc phan ung véi N-

bromosuccinimide (NBS) trong hé dung mdi hon hgp acetonitrile: nude (1:1).

49



Qua trinh nay thu dugc két tua tring 1a din xuét 3-bromozerumbone (3) véi
hiéu sudt gan dinh lugng (>95%). Giai doan 2 (Phan tng thé): Curcumin (1)
dugc phan Gmg véi 3-bromozerumbone (san pham cta giai doan 1) v6i su tham
gia cua xtc tac base K2COs trong dung moi DMF, khudy ¢ nhiét d6 phong trong
24 gio. Tinh ché: Hon hop sau phan tng duogc chiét bang EtOAc, sau d6 san
pham tho duoc tinh ché bang sic ky cot silica gel (hé dung mdi n-hexane:
acetone 1,5:1) va cudi cung dugc lam sach bang HPLC dé thu duoc san pham
curcumin-monozerumbone (4) v6i hiéu suat 15% va curcumin-biszerumbone
(5) voi hiéu sudt 11% [126, 127].

Dan xuét curcumin-monozerumbone (4): Dang bot mau vang, hiéu suét
15%, nhi¢t d0 nong chay (mp): 118-120 °C.

Ph6 'H-NMR(600 MHz, DMSO-ds); 8 (ppm): 9,64 (1H, s, -OH phenol);
7,57 (2H, d, J= 7,2 Hz); 7,34 (2H, d, J= 18,0 Hz); 7,25 (1H, s); 7,15 - 7,10 (2H,
m); 6,83 - 6,75 (3H, m); 6,12 - 5,94 (4H, m); 5,57 - 5,54 (1H, m); 4,69 (1H, m);
4,37 (1H, m); 3,84 (3H, s, -OCH3); 3,81 (3H, s, -OCH3); 2,61 - 2,59 (1H, m);
2,29 (2H, m); 1,99 - 1,97 (1H, m); 1,67 (3H, s, -CH3); 1,22 (3H, s, -CH3); 1,05
(3H, s, -CHs).

Phé 'C-NMR(150 MHz, DMSO-de); & (ppm): 183,7 (C=0); 182,6
(C=0); 159,9; 150,1; 149,4; 148,7; 148,0; 140,9; 140,1; 137,8; 135,1; 130,4;
127,9; 126,8; 126,3; 123,1; 122,6; 122,1; 121,1; 115,7; 113,3; 111,4; 110,6;
100,8; 65,6 (-O-CHz-/hoac C mach ho); 55,7 (-OCH3); 55,5 (-OCH3); 41,6;
37,0; 35,0; 28,9; 24,3; 23,7 (-CHs); 11,7 (-CHa).

0O O

Dan xuat curcumin-biszerumbone (5): Dang bit mau vang, hi€u suat

11%, nhi¢t d0 nodng chay (mp): 138-140 °C.
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Phé 1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds); & (ppm): 7,55 (2H, d, J= 15,5 Hz,
H-alken); 7,35 (2H, d, H-Ar); 7,15 (2H, dd, H-Ar); 7,10 (2H, d, H-Ar); 6,80
(2H, d, J= 15,0 - 16,0 Hz, H-alken); 6,15 - 5,90 (8H, m, H-alken vong
zerumbone); 5,55 (2H, m, H-vong); 4,69 (2H, m, -O-CH-); 4,37 (2H, m, H-
vong); 3,84 (6H, s, 2 x -OCH3); 2,60 (2H, m); 2,29 (4H, m); 1,98 (2H, m); 1,67
(6H, s, 2 x -CH3); 1,22 (6H, s, 2 x -CH3); 1,05 (6H, s, 2 x -CH3).

Phd C-NMR (150 MHz, DMSO-ds); & (ppm): 183,0 (C=0, 2C do ddi
xung); 159,9; 150,0; 149,3; 140,8; 140,0; 137,8; 135,0; 130,4; 127,8; 126,7; 126,2;
123,0; 122,6; 122,1; 121,0; 115,6; 111,4; 100,8; 65,6 (-O-CH-); 55,6 (2 x -OCH3);
41,5; 36,9; 34,9; 28,8; 24,2 (2 x -CH3); 23,6 (2 x -CH3); 11,7 (2 x -CH3).

2.3.2. Tao cdc dén xudt di-propargyl curcumin

Ban tong hop dan xuét di-propargyl curcumin dugc thuc hién thong qua
phan tng ether hoa Williamson [128, 129]. Hoa tan curcumin (1,00 g; 2,71
mmol) trong 15 ml dung méi phan cuc khan DMF, thém K>COs3 khan (1,12 g;
8,13 mmol, 3,0 dwong luong) va khudy & nhiét d6 phong 30 phut. Nho giot tir
tir propargyl bromide (0,80 g; 6,77 mmol, 2.5 duong luong) vao hdn hop, tiép
tuc khudy & nhiét d6 phong trong 24 gio. Két thic phan Gmg, pha lodng hdn hop
v6i nude cit, chiét bang ethyl acetate, rira pha hitu co bang brine, 1am khan véi
Na>SO4 khan va ¢6 quay chan khong. Cin thd dugc tinh ché qua sic ky cot
silicagel, rira giai gradient bang hé n-hexane/ethyl acetate (tir 20/1 dén 5/1), thu
dugc dan xuit di-propargyl curcumin (6) (hiéu suét 21%).
Dan xuét di-propargyl curcumin (6): Dang bot mau vang, hiéu sut 21%, nhiét

do nong chay (mp): 128-129 °C.
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Ph6 "H-NMR (600MHz, DMSO-ds); 193,1 & (ppm): 7,66 (2H, d, J=15.,6
Hz, H-alken); 7,44 (2H, d, J=1,8 Hz, H-Ar); 7,35 (2H, dd, J= 8,4 va 2,4 Hz,
H-Ar); 7,09 (2H, d, J= 8,4 Hz, H-Ar); 7,07 (2H, d, J=15,6 Hz, H-alken); 4,89
(4H, d, J= 2,4 Hz, -OCH»-propargyl); 3,87 (6H, s, -OCH3); 3,61 (2H, t, J=2,4
Hz, -C=CH); 3,20 (4H, m); 2,96 (2H, m). Pho *C-NMR (150MHz, DMSO-ds);
o (ppm): 193,1 (C=0); 149,3 (C-Ar); 149,2 (C-Ar); 144,5 (C-alken); 127,5 (C-
alken); 123,6 (C-Ar); 119,2 (C-Ar); 113,5 (C-Ar); 111,5 (C-Ar); 79,6 (-C=C-);
78,8 (-C=C-); 78,5 (-C=C-); 74,4 (-C=CH); 65,9 (-OCHz-); 56,0 (-OCH3); 55,8
(-OCHs); 30,6; 20,7.

O O
AN =
N ®

OCHj, OCHjs
2.4. Cac phuwong phap danh gia hoat tinh sinh hoc in vitro
2.4.1. Thwr nghiém hoat tinh chéng oxy hoa (Phwong phap DPPH)

Kha ning quét gbe ty do dugc danh gia thong qua thir nghiém véi thude
thir 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) theo phuong phap cua Brand-
Williams va cong su [130].

Chuén bj dung dich: Cac mau thir dwgc hoa tan trong dimethyl sulfoxide
(DMSO) 100% dé tao dung dich gbc. Dung dich DPPH dugc pha trong
ethanol 96% & ndéng d6 0,2 mM (OD diéu chinh vé khoang 1,0 + 0,02 tai budc
song 517 nm).

Tién hanh: Trén dia vi phién 96 giéng, 100 uL mau thir duoc pha lodng
theo day néng do giam dan (200; 100; 50; 25; 12,5 pg/mL). B sung 100 uL
dung dich DPPH vio timg giéng, lac nhe va & hdn hop phan tng trong bong tdi
¢ nhiét do phong trong 30 phut. Mat do quang hoc (OD) duoc do ¢ budc song
517 nm bang may doc vi phién (Infinite F50, Tecan). Mdi ndng do duoc thuc

hién 1ap lai 3 lan.
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Tinh toan: Phan trim quét gdc tu do (%SC) duoc tinh theo cong thirc:
%SC = [(ODddi chimg - ODau) / ODdbi ching] x 100. Gia tri SCso (ndng dd
quét 50% gbc tu do, twong duong ICso) dugc xac dinh tir duong cong dap tng
lidu bang phan mém TableCurve. Acid ascorbic (vitamin C) duoc sir dung lam
chat dbi ching duong.

2.4.2. Thir nghi¢m hoat tinh khdng viém in vitro (Uc ché sin sinh NO)

Kha ndng khang viém dugc danh gid thong qua viéc do luong mirc do tc
ché san sinh nitric oxide (NO) trén dong té bao dai thuc bao chudt RAW 264.7
theo phuong phép cua Griess [131].

Nubi cay té bao: Té bao RAW 264.7 dugc nudi cdy trong mdi trudng
DMEM b6 sung 10% huyét thanh bo bao thai (FBS) va 1%
penicillin/streptomycin, duy tri & diéu kién 37°C, 5% CO.. Té bao duoc ciy 1én
dia 96 giéng voi mat do 2 x 10° té bao/giéng va i tién 24 gid dé t bao bam ddy.

Tién hanh: Té bao dugc kich thich phan tng viém bang
lipopolysaccharide (LPS) nong do 1 pg/mL. Pong thoi, té bao dugc xir 1y véi
cac nong do mau thir khac nhau va U trong 24 gio. Luong NO giai phong ra
moi truong nudi cdy dugc dinh luong gian tiép thong qua ndng do nitrit (NO2")
bang thudc tha Griess (1% sulfanilamide va 0,1% N-(1-
naphthyl)ethylenediamine trong 5% HsPOs). Do hép thu quang hoc dugc do &
budc song 540 nm. Cardamonin duoc st dung 1am chét ddi chimg dwong. Gia
trj ICso dugc xac dinh théng qua phuong trinh hdi quy tuyén tinh.

Kiém soat doc tinh: Doc tinh ciia mau thir trén t& bio RAW 264.7 dugce
kiém tra song song bang phuong phap MTT dé dam bao sy giam NO 1a do tac
dung khang viém cht khong phai do gay chét té bao.

2.4.3. Thwr nghiém hoat tinh gay doc 16 bao in vitro (Phwong phap MTT)

Hoat tinh gy doc té bao duoc danh gia trén nim dong té bao ung thu
ngudi: ung thu gan (Hep-G2), ung thu ¢ tir cung (HeLa), ung thu va (MCF-
7), ung thu phdi (A549) va ung thu da day (HGC-27), dya trén nguyén 1y
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chuyén hoéa mudi MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) thanh tinh thé formazan mau tim boéi enzyme succinate
dehydrogenase cua ty thé trong té bao sdng [132].

Nubi cay: Cac dong té bao duoc nudi cdy trong méi trudng thich hop
(DMEM cho Hep-G2, HeLa, HGC-27; EMEM cho MCF-7; RPMI 1640 cho
A549) bd sung 10% FBS va 1% penicillin/streptomycin. Té bao dugc cay vao
dia 96 giéng v4i mat o 1 x 10% té bao/giéng va i tién 24 gid dé té bao bam day.

Tién hanh: Té bao duoc xtr 1y véi miu thir & dai ndng do tir 1 dén 100
ng/mL va U trong 48 gio & diéu kién 37°C, 5% CO.. Sau thdi gian 1, thém 10
uL dung dich MTT (5 mg/mL trong PBS) vao mdi giéng va u tiép 4 gio. Loai
b6 dich ndi, hoa tan tinh thé formazan bang 100 uL DMSO. Mat d6 quang (OD)
dugc do & bude séng 540 nm v6i bude séng tham chiéu 720 nm. Paclitaxel
(Taxol) duoc st dung lam chat d6i chung duong. Gia tri ICso (ndng do @e ché
50% su song sot cua té bao) duoc tinh toan tir dd thi biéu dién ty 18 % té bao
sdng sot theo ndng do.

2.4.4. Thir nghi¢m hoat tinh khdng khudn, khang ném in vitro (Xdc dinh MIC)

Hoat tinh khang vi sinh vat dugc xac dinh bang phuong phéap vi pha
lodng trén dia 96 giéng (broth microdilution method) theo huéng dén ciia CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) [133], nham xac dinh néng d¢ trc
ché t6i thiéu (MIC).

Céc chung vi sinh vét thir nghiém: 4 chung vi khuan (Esherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus), cung 4
chung vi ndm (Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae).

Tién hanh: Cac mau thir dugce pha lodng bac 2 trong moi trudng canh
thang Mueller-Hinton (cho vi khuan) hodc Sabouraud Dextrose (cho vi nim),

dai néng do tir 256 dén 1 png/mL. Hon dich vi sinh vat dugce chuin hoa d6 duc
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theo thang McFarland 0,5 (tuong duong khoang 1-2 x 10® CFU/mL) va cdy vao
céc giéng da chira mau thu.

Diéu kién u: Pia dugc 1 ¢ 37°C trong 18-24 gid d6i voi vi khuan va 28-
30°C trong 48-72 gid dbi v6i vi nAm. Gia trj MIC duoc xac dinh la néng do
mau thir thap nhat ma tai d6 khong quan sat thdy sy sinh truong ciia vi sinh vat
bang mit thudng (giéng hoan toan trong sudt), dugc xac nhan bang may doc
OD ¢ budc song 630 nm. Streptomycin va nystatin dugc st dung lam khang
sinh d6i ching cho vi khuan va vi ndm, twong tmg.

2.5. Phwong phap phan lap va dinh danh tuyén trung
2.5.1. Phwong phap phdn lap

Tai méi diém thu miu, 1 kg dat va 100 g ré duoc ldy tir vung ré
(thizosphere) & do sau 10-25 cm. Mau duoc bao quan trong tai nilon kin, van
chuyén vé phong thi nghiém va xu 1y trong vong 48 gio. Tuyén tring dugc tach
ra tir dt bang phuong phap khay Baermann ci tién (modified Baermann tray
method). Cac mau ré duoc rira sach k¥ dudi voi nude may, cit thanh cac doan
nho 0,5 cm va dat trén phéu Baermann cai tién trong 48 gid dé thu hdi cac tuyén
trung nodi ky sinh. Cac ca thé tuyén trung sau khi tach dugc chon loc thu cong
(hand-picking) duéi kinh hién vi soi ndi dé phuc vu cho cac phén tich hinh thai
va sinh hoc phan tir tiép theo [134].

Xac dinh mat do tuyén trung: Tuyén tring duoc dém bang dia dém
(counting dish) duéi kinh hién vi soi nd. Két qua duogc biéu thi dudi dang sb ca
thé trén 100 g dat hodc 5 g ré.

2.5.2. Pdc diém hinh thdi

Tuyén trung tuoi duoc diét bang nhiét & 60-70°C trong 30 gidy va
chuyén ngay vao dung dich c¢6 dinh TAF (8 ml formalin 40%, 2 ml
triethanolamine, 90 ml nudc cat) theo phuong phap cua Courtney, Polley.
Cac mau vat ¢ dinh duge xur 1y chuyén sang glycerin khan bang phuong
phap khtr nu6e cham cua Seinhorst [135]. Cac tiéu ban c¢b dinh (lam kinh)

duoc chuan bi va dan kin bang parafin. Cac phép do hinh thai dugc thuc hién
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bang Kinh hién vi Olympus BX51 (vét kinh x40 va x100 ngam dau) duoc
trang bi camera ky thuat sd va 6ng v&. Cac blrc anh vi thé va ban vé duoc
chudn bj dé m6 ta phan loai.
2.5.3. Dgc diém sinh hoc phin tir

Tach chiét riéng DNA, tuyén tring sdng duoc tach riéng va rira ba lan
trong nude cat vo trung. Ting ca thé dugc chuyén vao dng PCR 0,2 ml va cét
thanh cac manh nho trong 20 pul dém ly giai (worm lysis buffer: 50 mM KCl,
10 mM Tris-HCI pH 8,3; 2,5 mM MgCl,, 0,45% NP-40; 0,45% Tween-20).
Céac mau dugc u ¢ -20°C trong it nhat 10 phut, sau d6 thém 1 pl proteinase K
(1,2 mg/ml). Qua trinh ly giai duoc thuc hién ¢ 65°C trong 1 gid, sau do bat
hoat enzyme ¢ 95°C trong 10 phut [136, 137].

Khuéch dai ving D2-D3 ciia 28S rRNA sir dung cac moi D2A (5'-
ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3') va D3B (5'-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3") [136, 137]. Phan tmg PCR (tong thé tich
25 ul) gdm: 12,5 ul PCR Master Mix 2x, 1 pl mdi mdi (10 uM), 2 ul DNA khuén
mau, va nudc vo triung vira di. Chu trinh nhiét: bién tinh khéi dau 94°C/4 phut;
5 chu ky (94°C/30 s, 45°C/30 s, 72°C/2 phtit); 35 chu ky (94°C/30 s, 54°C/30 s,
72°C/1 phut); kéo dai cudi 72°C/10 phit; gitr & 12°C.

Khuéch dai ving ITS rDNA sir dung Moi Vrain2F (5'-
CTTTGTACACACCGCCCGTCG-3") va Vrain2R (5'-
TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3'). Chu trinh nhiét: bién tinh khoi dau
94°C/4 phut; 40 chu ky (94°C/30 s, 54°C/30 s, 72°C/2 phut); kéo dai cudi
72°C/10 phut; gitr ¢ 12°C.

Khuéch dai gen COI  mtDNA: Méi B3 (5'-
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3") va JB4 (5'-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3") dugc st dung. Chu trinh nhiét
twrong ty viing 28S véi nhiét do bat cip mdi (annealing) 1a 45°C [136, 137].

Giai trinh tu va phan tich, tat ca san phém PCR duoc kiém tra bﬁng dién
di trén gel agarose 1,5% nhudm bang ethidium bromide (hoic SYBR Safe).
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Cac mau khuéch dai thanh cong dugc tinh sach va giai trinh ty thwvong mai béi
Macrogen Inc. (Chau Au). Céc sic ky d6 thd (chromatograms) dugc lap rap va
chinh stra trong phan mém Geneious R11 (Biomatters Ltd.). Tim kiém BLAST
dugc st dung dé danh gia d6 tuong ddéng voi cac trinh tu hién co trong
GenBank. Cac trinh ty duoc giéng hang bang MUSCLE v5.3, va phan tich phat
sinh loai dugc thuc hién trong MrBayes v3.2.6. Cac mo hinh thay thé nucleotide
pht hop nhét duoc chon baing MEGA7 dua trén Tiéu chuan Théng tin Akaike
(AIC) [137, 138].

2.5.4. Phan tich thanh phan ciia nghé lién quan dén nhiém tuyén tring

Nghién ctru nay khao sat anh huong cta tuyén tring S. curcumae sp. n. 1én
mot s6 théng s6 chinh gdm dic diém tong thé cua dat (pH, d6 4m va nitrogen tong
sé), cac chi sb cua cay ngh¢, ham lugng curcuminoid, va cu thé 1a néng do cua
CUR, DMC va BDMC.

bo pH dat duoc thuc hién theo tiéu chuidn TCVN 5979:2021 (ISO
10390:2021) [139].

Xéc dinh nitrogen tong sb (phuong phap Kjeldahl) duoc thuc hién theo
tiéu chuan TCVN 6498:1999 [140].

Dinh luong curcuminoid bang HPLC sir dung than ré nghé kho (210 ngay
tuéi) duoc nghién thanh bt min, can chinh xac va chiét bé’mg dung moi. Dich
chiét dugc loc qua mang 0,45 pm trudce khi bom vao hé théng HPLC [141].

Piéu kién HPLC: Hé thong Agilent 1260 voi dau do UV-Vis. Cot phan
tich: Eclipse XDB-C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm) kém tién cot cing loai (Agilent).
Pha dong dang dong (isocratic): kénh A, nudc chira 0,1% acid formic (formic
acid, FA); kénh B, acetonitril (ACN); kénh C, methanol (MeOH); ty 1€ A:B:C
= 40:25:35 (v/v/v). Toc d6 dong: 0,5 ml/phut; thé tich tiém: 5 uL; nhiét d6 cot:
30°C; budc song phat hién: 428 nm; tong thoi gian phan tich: 30 phat [142].

57



2.6. Phuong phap nghién ciru mo phong in silico
2.6.1. Mo phong dw doan hoat tinh don dep g6’c twdo HOO- [143, 144]

Str dung phan mém Gaussian 16 Revision C.01 cho tit ca cac tinh toan
1y thuyét phiém ham mat do (DFT). Céu trac hinh hoc va dién tr, nhiét dong
hoc va dong hoc ciia cac dang trung hoa va dang ion duoc khao sat bang cach
st dung phiém ham M06-2X, két hop véi by ham co s& 6-31+G (d,p). Do
chinh xac cta ciac mirc nang luong thu duge dd duoc cai thién bang cach sir
dung bd co s& Pople cao hon 1a 6-311++G(3df,3pd). Cac phuong phap tinh
toan nay da dugc ap dung thanh cong cho cac hé phan tir khac nhau trong cac
nghién ctru gan day.

Hé s ty 1¢ (scaling factor) 12 0,952 di duoc ap dung cho cac tinh toan
tan s6 dao dong. Céc cAu tric trang thai chuyén tiép duoc xac nhan béng sur
hién dién ctia ding mot tin sd a0 duy nhit (one imaginary frequency) tuong
g véi chuyén dong doc theo toa do phan tng. Tinh toan toa d6 phan tmg nodi
tai (IRC), st dung bo tich hgp dy bao, hi¢u chinh dya trén Hessian (HPC), dugc
thuc hién dé xac nhan rang trang thai chuyén tiép két ndi dung chat phan Gmg
va san pham.

Anh huéng coa dung méi, bao gdm nudc (¢ = 78,3553) va pentyl
ethanoate (PEA, € = 4,7297), duoc mo hinh héa bang cach sir dung mo hinh
Solvent hoa dya trén mat d¢ (SMD) - mo hinh tuong tac cua dién tich co hoc
luong tir ctia phan tir chat tan voi mé ta lién tuc cia dung moi. Sy phan bd cau
hinh cua cac hop chit nghién ciru duge du doan bang MSTor.

Anh huong cua can bang acid—base dén hoat dong don géc HOO: trong
cac dung moéi cling da dugc xem xét. Trong mo1 truong lipid (gia lap béi
dung moéi PEA), tat ca céac hop chét nghién ctru dugce gia dinh ton tai & dang
trung hoa. Nguoc lai, trong moi truong phan cuc (tire 1a nuéce), ba vi tri khir
proton (deprotonation) khac nhau cé thé ton tai trong cac nhom hydroxyl

hoac methylene.
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Céc hang sb phan ly acid (pKa) dugc tinh todn bang cac mé hinh ban
thuc nghiém do Rebollar-Zepeda va cong su dé xuit cho cac dan xuit phenolic.
Co ché chdng oxy héa va dong hoc ciia dang trung hoa cuing ba dang anion sau
d6 duoc du doan thong qua ba qué trinh tiéu chuin: Tach hydro (Abs), Cong
gbc (Add), va Chuyén electron don (SET).

So d6 cac phirc chit tién phan tng do Singleton va Cvetanovic dé xuét
dugc stir dung cho céc tinh toan dong hoc cia phan ting Abs va Add. Cac tinh
toan toa d0 phan trng noi tai (IRC), sit dung bg tich hop dy bao-hi¢u chinh dua
trén Hessian (HPC), dd duoc thyuc hién dé xac nhan xem tin s md phong c6
tuong tng v6i chuyén dong thich hop doc theo toa do phan tmg hay khong.

Cong cu Gaussian Post Processor (GPOP) duoc str dung dé tinh toan
hang sb toc d6 cua tat ca cac phan tng. Nang luong ty do Gibbs hoat hoa cua
phan tng SET duoc tinh toan dua trén 1y thuyét Marcus. Hang s toc do biéu
kién da hiéu chinh khuéch tan trong dung méi duoc tinh toan bang 1y thuyét
Collins—Kimball va héng s6 toc do Smoluchowski & trang thai 6n dinh.

Cudi cung, cac hang s6 téc do tong thé (Koveran) duge tinh bang tong cla
hang s6 téc 6 cho cac phan tmg Abs (kabs), Add (kadd), va SET (ksgr), ¢6 tinh
dén phan mol cua ting dang acid-base va dang hd bién (tautomeric) twong tng
thong qua phuong trinh sau (phuong trinh (1)):

Koverall = Fiketone X Z(Xfi X Kltot) + Fketo-enol X (X X Klot) (1)

Trong d6: i biéu thi cac dang trung hoa, monoanion, dianion va trianion
cia CUR va BDMC. kit dai dién cho téng héng s6 tdc do cho ba co ché duge
nghién ctru (tic 1a Abs, Add va SET), v&i kit = Kabs + kadd + kser. Fiketone Va

Fieto-enot 10 lurot 12 phdn mol ctia cac dang diketone va keto-enol cia CUR.
2.6.2. M6 phong dw dodn co ché hoat tinh chong viém [144, 145]
2.6.2.1. Chudn bi phéi tir va protein

Céac curcuminoid dugc xdy dung ciu trac khong gian hai chiéu va ba

chiéu bang phan mém MarvinSketch (v19.27.0) va PyMOL (v1.3.r1). Cac céu
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trac duoc cyc tiéu hoa nang lugng bang phan mém Gabedit (v2.5.0). Dé tuong
mg véi nghién ctru thyc nghiém sir dung dong t& bao RAW264.7, cac mod
phong lap ghép phan tir (docking phan tir) tdp trung vao phiic hop protein
TLR4/MD-2 cta chu6t. Cau trac tinh thé tia X cia TLR4/MD-2 duoc truy xXuét
tor Ngan hang Dt liu Protein RCSB (RCSB PDB) v6i cdc ma dinh danh 27264
va 3VQ2. Ca hai mé hinh déu nam trong pham vi d6 phan giai chét luong cao
tir 1,5-3,0 A. Ban dau, dang don phan (monomeric), khong chira LPS (2Z64)
dugc str dung dé xac dinh vi tri lién két gid dinh & trang thai bt hoat. Sau do,
c4u hinh hoat dong dang nhi phan (dimeric) (3VQ2), dic trung bai sy hién dién
cua LPS, dugc stir dung dé xé4c nhéan cac ciu hinh lién két va du doan tiém nang
trc ché cua cac hop chat duoc nghién ciru.
2.6.2.2. Docking phan tir sur dung Autodock

Viéc chuén bi tham sb dau vao cho protein va phéi tir dugc thuc hién
bang phan mém AutoDock Tools v1.5.6rc3 (ADT). Protein duoc loai bo cac
phén tr nuédc két tinh, sau d6, bd sung cac nguyén tir hydro phan cuc, tham
sO solvat hoa va dién tich riéng phan Kollman. Dé xac dinh khong gian mo
phong lién két, mot hop ludi (grid box) duoc thiét 1ap véi kich thude du dé
bao gém cac amino acid tham gia cdu thanh nén ving hoat dong cua protein.
Qué trinh docking phan tir dugc thuc hién béng thuat toan di truyén
Lamarckian (LGA) trong AutoDock 4.2.6. Sau mé phong, cau hinh ¢ ning
luong tu do lién két thép nhat tir cum (cluster) c6 mat do cao nhat duoc chon
dé phan tich dir liéu. P tin cdy cua quy trinh docking dugc kiém ching bang
cach re-docking phdi tir ddng két tinh (co-crystallized ligand) vao vi tri lién
két ban dau cua protein. Gia tri RMSD (Root Mean Square Deviation) giita
cAu hinh lién két du doan boi docking va cau hinh lién két thuc nghiém dugc
tinh toan; RMSD < 2,0 A dugc xem 1a quy trinh md phéng dap tng kha ning
lap lai thuc nghiém. Céu hinh lién két gilra phéi tir va protein duoc thé hién

bang phan mém PyMOL va Discovery Studio Visualizer 14.2.2.
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2.6.2.3. Mo phong dong luc hoc phan tur

CAu hinh twong tac thu duoc tir docking phan tir duoc dung 1am dir liéu
dau vao dé tién hanh cac mé phong MD bang phin mém GROMACS nham
tinh chinh lién két cia TLR4/MD-2 v&i cc chét trc ché tiém nang. Thiét 1ap
mo phong sir dung két hop Amber99SB-iLDN, TIP3P va GAFF lan luot cho
protein, dung mdi va cac chit (rc ché tiém ning. Dbi véi cac phdi tir, dit lidu
cdu tric duogc tinh chinh bang cac tinh toan DFT (B3LYP/6-31G (d,p)), va cac
dién tich duoc suy ra bang phuong phap RESP trong dung mdi véi € = 78,4.
Phirc h¢ duogc solvat hoa trong mot hdp muoi hai mat (dodecahedron) cé kich
thudc 6,3 x 6,3 x 6,3 nm, téng kich thuéc hé mo phong bao gém khoang 28.000
nguyén tur. Cac budce thot gian trong mo phong MD duogc dat 1a 2 fs. Su tuong
tac tinh dién duoc bat chudc thong qua phuong phap Smooth Particle-Mesh
Ewald. Tuong tac van der Waals (vdW) gifta cac hat c6 hi¢u qua trong pham
vi 0,9 nm. Hé hoa tan duoc cuc tiéu héa bang phuwong phap steepest descent.
Hé d3 cyc tiéu nang luong duoc hdi phuc trong 100 ps md phong NVT (constant
number (N), volume (V), temperature (T)) va 2 ns m6é phéng NPT (constant
number (N), pressure (P), temperature (T)) ¢ nhiét do 310K bang thermostat
V-rescale, T = 0,1 ps); (ii) 2 ns md phong NPT (6n dinh 4p suét tai 1 bar bang
barostat Parrinello-Rahman, t = 2,0 ps). Trong qué trinh m6 phong NVT va
NPT, céc nguyén tir Ca cua protein dich dugce “gii ¢ dinh” lai mot cach nhe
nhang b::ing mét luc diéu hoa nho. Cac toa do cua cac phtrc h¢ hoa tan dugc ghi
nhan sau mdi 10 ps. Toan bd quy trinh mé phong duogc 1ap lai ba 1an dé dam
bao ¥ nghia thong ké.
2.6.2.4. Phan tich chi s6 dwoc dong hoc ADMET

Chi s6 duoc dong hoc va chi s6 an toan duogc 1y ctua cac hop chét nghién
ctru dugc danh gid thong qua cac webserver Molinspiration va ProTox-1I gdm
cac thong sb vé dic tinh gidng thube va mic do doc tinh cip tinh. Cac chi sb
ADMET bao g@)m hép thu, phan bd, chuyén hoa, thai trir va doc tinh duoc tinh
toan trén hé thong admetSAR.

61



2.6.2.5. Cong cu phan tich

Cac két qua docking thu dugc tir AutoDock duoc phan tich bang cac
phan mém PyMOL va Discovery Studio Visualizer. PyMOL dugc st dung
dé do d¢ dai lién két hydro bang cach tinh khoang cach giita cdc nguyén tir
hydro va cac nguyén tir twong tac voi chung. Mot lién két hydro (HB) duoc
xac dinh khi gbc gilra acceptor (A) - hydrogen (H) - donor (D) 16n hon 135°
va khoang cach A - D nhé hon 0,35 nm. Céc trang thai proton hoa cua cac
phdi tir duoc xac dinh bang webserver Chemicalize (ChemAxon). Ngoai ra,
d6 6n dinh cdu trac dugc danh gia bang cach tinh toan d6 1éch binh phuong
trung binh gbc (RMSD) cuia cic toa dd nguyén tir bang mo-dun “gmx rms”
dugc tich hop trong GROMACS.

2.7. Phwong phap xir Iy s6 liéu va phan tich thong ké

Céc sb liéu thuc nghiém duogc thu thap, xur ly théng ké co ban (tinh gia
tr1 trung binh va dg léch chuin — Mean + SD), va vé dd thi béng phﬁn mém
Microsoft Excel 2016.

Péi v6i cac thir nghiém hoat tinh sinh hoc in vitro (khang oxy héa DPPH
va gy doc té bao MTT), cac thong sb ICso va SCso duge xac dinh thong qua
phan mém TableCurve v5.0 AISN (Jandel Scientific, My) dua trén phan trim
Gic ché va khoang nong d6 thir nghiém.

Mdi tuong quan giita mat do tuyén trung ky sinh va céc chi tiéu sinh hoa
ciia mau thuc vat (ham luong curcuminoid, hoat tinh sinh hoc) dugc danh gia
bang phuong phap phan tich hdi quy tuyén tinh (Linear regression analysis).
Céc khac biét duogc coi 1a c6 y nghia thong ké khi gia tri p < 0,05.

Déi véi dir lidu sinh hoc phan tir, md hinh thay thé nucleotide téi uu dugc
lwra chon béng phé‘m mém MEGA7 v7.0 dya trén Tiéu chuin thong tin Akaike
(AIC). Phan tich cay phat sinh chung loai (Phylogenetic tree) dugc thuc hién
bang phuong phap suy luan Bayes trén phan mém MrBayes v3.2.6.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Xac dinh céu tric héa hoc cac hop chit curcuminoid

CAu tric cia 3 hop chat phan lap duoc (CUR, DMC, BDMC) duoc xac
dinh dya trén phén tich phd khéi luong (ESI-MS) va phd cong hudng tir hat
nhan (‘H- va '>*C-NMR). Nhin chung, ¢ 3 hop chit déu mang bo khung co ban
diarylheptanoid véi hé théng p-diketone chu yéu ton tai & dang enol (dic trung
boi tin hi€u proton tai 6u khoang 16.0 ppm va proton olefin tai oy khoang 5,8-
6,0 ppm). Piém mau chét dé phan biét va bién luan cu trac 3 hop chat nay
nam ¢ tinh d6i xtmg phan ttr va sy hién dién cta cac nhém methoxy (-OCHs)
trén vong thom.

3.1.1. Hop chét curcumin (CUR)

Ph6 ESI-MS cho miii ion phéan tir gia & m/z 369 [M+H]", phu hop voi
cong thire phan tir C21H2006. Pho NMR cho thiy CUR 1a mot phén tir d6i xtng,
$6 lugng tin hi¢u carbon quan sat dugc trén phé BC-NMR chi béng mot ntra sd
lugng carbon thyc té. Piém dic trung nhat 13 su xuit hién cta tin hiéu singlet
cuong d0 manh tai du 3,94 (6H, s, 7,7'-OCH3) trén phé "H-NMR va tin hiéu
carbon tai dc 56,0 (7,7'-OCH3), khéng dinh su c6 mat cua hai nhom methoxy &
vi tri meta ctia hai vong benzene. Két hop vai cac tai liéu tham khao [122], hop

chat duoc xac dinh 1a curcumin.

H
N\
g o
SRS
HO OH

O OH

2T
HO OH
(o (o

Hinh 3.1. Ciu trac hoa hoc va twong tic HMBC (H—C) cia CUR
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Bdng 3.1. Bang dit liéu phd 'H va *C-NMR ctia CUR

TT CUR [144]
“ocppm | “ou ppm (J; Hz) #oc ppm #ou ppm (J; Hz)
1 101,1 5,80 (s) 100,9 5,98 (s)
2,2" 1833 - 183.4 16.41 (s)
3,3 |121,8 6,49 (d; 15,6) 121,1 6,73 (d; 16,0)
4,4" 1140,6 7,60 (d; 15,6) 140,7 7,53 (d; 16,0)
5,5" |127,7 - 126,4 -
6,6" |109,7 7,04 (s) 111,4 7,32 (d; 2,0)
7,7 146,8 - 148,0 -
8,8 |147,9 - 149.4 9,74 (s)
9,9" |114,9 6,94 (d; 8,4) 115,7 6,85 (d; 8,1)
10, 10" |122,9 7,12 (d; 6,6) 123,2 7,16 (dd; 2,0; 8,1)
OCH3 (56,0 3,94 (s) 55,7 3,84 (s)
-OH |- 5,89 (1H, brs)

“Po trong CDCIs tai 600 MHz ("H-NMR) va 150 MHz (3*C-NMR)
# Do trong DMSO-ds tai 500 MHz ("H-NMR) va 125 MHz ('*C-NMR)

3.1.2. Hop chit demethoxycurcumin (DMC)

Pho ESI-MS cho miii ion phan tir & m/z 339 [M+H]", tuong ting cong
thuc C20H 1305 (kém CUR 30 dvC, tuong duong 1 nhom -OCH3). Khac voi
CUR, DMC la mét phan tir khong d6i xing, do d6 phd NMR hién thi day du

cac tin hi¢u carbon va proton cua toan bd khung phan tir ma khong co6 su

trung 1p. Tin hiéu cia nhém methoxy trén phd "H-NMR tai 8y 3,93 ppm chi

c6 tich phan 1a 3H, ching té phan tir chi chra mot nhom methoxy duy nhat

6 mot bén vong. DU li€u phé hoan toan phu hop vé1 cau tric

demethoxycurcumin [146].
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Hinh 3.2. Cu trac hoa hoc cia DMC
Bdang 3.2. Bang dit liéu phd 'H va *C-NMR cua DMC

TT DMC [145]
“Ocppm | “ou ppm (J; Hz) #oc ppm #ou ppm (J; Hz)
1 100,9 5,82 (s) 102,0 5,98 (s)
2 183,3 - 184,8 -
3 121,1 6,53 (dd; 15,5; 3,0) 122,3 6,64 (d; 15,8)
4 140,7 7,63 (d; 15,5) 142,1 7,59 (d; 15,8)
5 126.,4 - 128,6 -
6 111,2 7,09 (d; 2,0) 111,7 7,23 (d; 1,9)
7 148,0 - 149.4 -
8 149,3 - 150,5 -
9 115,7 6,97 (d, 8,5) 116,9 6,84 (d, 8,2)
10 (1259 7,16 (dd; 8,5; 2,0) 124,1 7,12 (dd; 8,2; 1,9)
2! 183,1 - 184,8 -
3’ 123,2 6,53 (dd; 15,5; 3,0) 122,3 6,61 (d, 15,6)
4' 140,4 7,63 (d; 15,5) 142,1 7,59 (d, 15,8)
5' 127,9 - 128,0 -
6’ 130,4 7,51 (d, 8,5) 131,5 7,51 (d, 8,7)
7' 116,0 6,89 (d, 8,5) 116,6 6,84 (d, 8,2)
8 159,8 - 161,1 -
9’ 116,0 6,89 (d; 8,5) 116,6 6,84 (d; 8,2)
10" |130,4 7,51 (d; 8,5) 131,5 7,51 (d; 8,7)
7-OCH3 |56,4 3,95 (s) 56,5 3,93 (s)
-OH 5,89 (s)
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“Po trong CDCls tai 600 MHz (‘H-NMR) va 150 MHz (*C-NMR)
* Do trong methanol-ds tai 500 MHz (\H-NMR) 125 MHz ('*C-NMR)

3.1.3. Hop chit bisdemethoxycurcumin (BDMC)
Hop chit cho miii ion tai m/z 309 [M + H]" trén phé ESI-MS, phu hop

v6i cong thitc C1oH1604. Tuong ty CUR, BDMC lai 1a mét phan tir di xtimg

nén sO lugng tin hi¢u trén pho NMR gidm di1 mdt ntra. Tuy nhi€n, dau hi€u quan

trong nhat 1a sy vang mat hoan toan ctia cac tin hi¢u thugc nhom methoxy (vung

ou 3,8-3,9 ppm trén 'H-NMR va viung §. khoang 56 ppm trén 3C-NMR). Su

d6i xing va khong c6 nhom thé methoxy nio khang dinh hop chat nay 1a

bisdemethoxycurcumin [122].

O

OH

Hinh 3.3. CAu tric hda hoc cia BDMC

Bdng 3.3. Bang dit liéu phd 'H va *C-NMR ctia BDMC

TT BDMC [145]
“ocppm | “ou ppm (J; Hz) | #0c ppm | #ou ppm (J; Hz)
1 100,9 5,80 (1H, s) 101,9 15,94 (2H, s)
2,2 183,2 - 184,8 |-
3,3 120,8 6,53 (2H; d; 15,5)| 122,0 16,60 (2H; d; 15,8)
4, 4' 140.,4 7,62 (2H; d; 15,5)| 141,8 7,58 (2H; d; 15,8)
55 125,9 - 128,0 |-
6,6',10,10"130,3 7,48 (4H;d,8,5) | 131,1 (7,49 (4H;d, 8,6)
7,7,9,9" |115,9 6,87 (4H; d; 8,5) 116,9 16,83 (4H; d; 8,6)
8, 8’ 159,8 - 161,1 |-

4 Po trong CDCls tai 500 MHz ("H-NMR) va 150 MHz (3C-NMR)
“Po trong DMSO-ds tai 500 MHz ("H-NMR) va 125 MHz ('*C-NMR)
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Tu nguyén liéu cu ngh¢ vang (Curcuma longa L.) thu hai tai Viét Nam,
nghién ctru da chiét xuét, phan l4p va tinh ché thanh coéng 3 dang riéng biét
ctia hé curcuminoid bao gdm: CUR, DMC va (BDMC. C4u tric hoa hoc cia
3 hop chit nay d3 duoc minh chimg va khang dinh chic chan thong qua céc
dir liéu pho thue nghiém (MS, 'H-NMR, *C-NMR), hoan toan phu hop véi
tai liéu tham khao (day 1a cac hop chat da biét). Viéc sir dung phuong phap
sic ky cot két hop t6i vu hoa hé dung méi ria giai trong nghién ctru nay da
cho thdy wu diém vé kha ning phan tach tét ting dang voi d6 tinh khiét cao
so v6i cac phuong phap truyén thong (nhu ngdm ngam kiét hay chiét
Soxhlet) von chi thu dugc hdn hop curcuminoid thd, kho tach riéng do sy
trong dong 16n vé d6 phan cuc. Két qua nay cung cip ngudn nguyén liéu, 1a
tién dé bat budc dé danh gia hoat tinh sinh hoc riéng ré& cua tirng dang, ciing
nhu lya chon hop chit nén tang tdi uu nhat cho cac nghién ctru ¢ giai doan
tiép theo.

Trong ty nhién, hé curcuminoid chiét xuat tir ci nghé vang ludn ton
tai dudi dang hdn hop véi ty 1é phan b mang tinh dic trung cua sinh hoc:
curcumin (CUR) thudng chiém wu thé tir 70-80%, demethoxycurcumin
(DMC) chiém 15-20% va bisdemethoxycurcumin (BDMC) chiém 2-5%. Su
hién dién df’)ng thoi cua ca ba dang cAu tric véi ty 1€ on dinh nay duoc xem
nhu ddu van tay hoa thuc vét (phytochemical fingerprint) dé phan biét hé
curcuminoid tu nhi€n vd1 curcumin téng hop nhan tao (qué trinh téng hop
hoa hoc thuong chi tao ra mdt dang don chit CUR tinh khiét hodc hon hop
khong tudn theo ty 1€ sinh hoc nay). Hon nira, viéc xac dinh chinh xac ty 1€
cia 3 dang nay con c6 ¥ nghia quan trong trong viéc danh gia chat lugng
duoc liu dau vao, boi ty 18 ndy khong hoan toan ¢b dinh ma co thé bi suy
giam nghiém trong dudi cc tac dong cua stress sinh thai, dién hinh nhu su

lay nhiém ciia tuyén tring thyuc vat.
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3.2. Tuyén trung méi Scutellonema curcumae sp. n. (Nematoda:
Hoplolaimidae) va tac dong cia no dén thanh phan hoéa hoc va hoat tinh
sinh hoc cia nghé

Nghién ctru nay d tich hop thanh cong dit liéu phan loai hoc tuyén tring
va phan tich hoa thuc vat, qua d6 khong chi phat hién mot loai tuyén tring méi
ma con lam rd tdc dong sinh thai hoc cua ching ddi v6i chat luong dugc liéu
cua cay ngh¢ (Curcuma longa L.).
3.2.1. Phén logi hoc, dic diém phan tir va sinh thdi cia lodi Scutellonema
curcumae Sp. n.

Vé mit hinh thai, quan thé tuyén tring phan lap tir ving ré cdy nghé &
Tay Nguyén mang nhirng dac trung ro rét cia mdt loai méi, duge dinh danh 1a
Scutellonema curcumae sp. n.. Chiu dai co thé dat tir 802-1062 pum, c6 dang
cudn xodn ¢ khi 1am gidn bang nhiét (Hinh 3.4A), ving mdi hinh ban cau véi
4 vong ngin khong phan tach khoi dudng vién co thé (Hinh 3.4D, E), va kim
chich map map dai 30-34 um (Hinh 3.4E). Loai nay c6 phan cudi dudi tron
mang mot cdu trac hinh khién (scutellum) ndi bat (Hinh 3.4K), ti chira tinh
khong hoat dong va cuc ky hiém/vang bong con dyc. Nhitng dic diém nay xép
S. curcumae sp. n. vao phtrc hop loai S. bradys, nhung n6 hoan toan phan biét
dugc voi cac loai ho hang gan nhat (nhu S. magniphasma, S. ussuriensis, S.
megascutatum va S. tanlamense) nho su két hop giira chiéu dai kim chich, kich

thudc hinh khién va vi tri cau trac ban hoan (hemizonid).
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Hinh . '— Céc c4 thé cai cua loai Sculonema curcumae sp. n. tor Viét Nam.
A: Toan bo co thé; B, 1, J: Vung am mén; C, D, E: Vung trudce; F: Vung dudi;
H, K: Ving dudi cho thdy cac cdu trac hinh khién (scutella); G: Budng trimng.
(Thang do: A: 20 um; B, D-K: 10 um; C: 1 um).
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Scutellonema_bradys_KCS99084
Scutelionema_bracys_KCO99063
0 Scutefonema_bradys_KC399081

Scutefonema_bradys_KC99093

s Scutefonema_bradys_KC999087
o7l Scvtelonema_bradys_ KC399092
1 Scutwlionema_beadys_KCI99096
Scutelonoma_bradys_AY274817
e Scutolonema_bradys_AY271722
Scutolionema_bradys_AY274816
o.gh Scutelonema_beadys KC999082
1

-'{ Scutefonema_beadys KC969095
Scutelonema_bradys_KC99086

1 -‘l— Scutelionema_brodys_KCH99094
Scutellonoma_bradys_KCH99067

099 e Scutellonema_bradys KX059266

f Scusolionoma_cavenessi KXG59260

099 = Scutelonoms_cavenessi KX959262

Scutefionema_sp._JX472065
] r Scutellonema_curcumae_PX983604

1 ‘— Scutellonema_curcumae_PX983605

Scutelonema_truncatum_DQ316058

Rotylenchus_buxophius_JX015433
Rotylenchus_goodey MK114131

0.05
Hinh 3.5. Cay phat sinh chung loai Bayes dugc xay dung st dung céc trinh tu
ITS cua cac loai Scutellonema theo mo6 hinh GTR+G+I. Trinh tu cua loai

Scutellonema curcumae sp. n. dugc bi€u thi bang chit in dam va mau do

70



o[ Scutefonema_cavenessi KY839295

0 Scutelonama_clathacaudatum_KY839302
Scutelonema_clathvicaudialum_KY639301
Scutolionoma_clathicaudatum KYB39303

- Scutelionoma_clathricaudatum KY839308

1 Scatelonama_clathncaudatum_KY839308

0 Scutolionema_bradys_KY815290

7
§;
g
b

1 Scutellonema_transvaalense KX959251
& Scutelonema_transvaslense KX955250
" Rt Scutelionema_sp. OR288252

1 L Scutelonema_sp, ON117623

Hinh 3.6. Cay phat sinh chung loai Bayes dugc xay dung st dung cac trinh tu
D2-D3 cua cac loai Scutellonema theo mo hinh GTR+G+I. Trinh tu cua loai

Scutellonema curcumae sp. n. dugc bicu thi bang chir in ddm va mau do.
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L1 Scotesonema_paraiatistum_PQ119756
Scutelionama_parslatiatum_PQ119757
1 e Scutedionema_paralabiotum_KY539359
" Sculollonema_paralablatum_KYE39361
b Scufelionema_paralabiatum_KY8639360
1 ScuteBonema_beachywus_JX472091
0.95 1 : Scutelionema_brachyurum_ ON115274
1 Scutefionema_brachyurus MWE74642
{ Scutedonema_brachyurus_JX472098
Scutelionema_sp._JX4T72102
{ Scutellonema_sp._JX472101
Scutedonema_sp _JX472099
0941 Scutellonoma_cavenoss! KY638337
069 064 Scuteionoma_covenoss_KY639338
7] L scutemonema_covenessi KX956303
) Scutelonema_cavenessi_KX959301
b Scutolionema_covenoss KYE30342
057 0571 Scutedonema_sp._X472105
0.98]% Scutollonoma_sp_KY639371
Scutedonema_sp. KY839372
L Scuteonema_clathricaudotuem_KY639355
Scutolonema_sp._KY639366
1[ Scutellonema_sp _KY639363
t Scutolonema_sp._KYB39365
Scutellonemna_sp. KYB39364
0.73] Scutelonoma_curcumae_PX983035

089
1
L

1 [ ScutoNonema_curcumae_Pxssiods

1 Scutelionoma_curcumae_PX583037
1 Scutelonema_sp, ONT16360
L Scutelonerna_sp. ON116361

{7 Rotylenchus_buxophius_MK114155

Rotylenchus_goodeyl MWe27130

0.07
Hinh 3.7. Cay phat sinh chung loai Bayes dugc xay dung st dung céc trinh tu
COI cua cac loai Scutellonema theo moé hinh GTR+G+I. Trinh tu cta loai

Scutellonema curcumae sp. n. dugc biéu thi bang chit in ddm va mau doé.

Su khéc biét hinh thai nay dugc cung ¢ boi dit liéu phan tir da locus.
Mirc d6 tuong ddng trinh tu gitta S. curcumae sp. n. va cac loai Scutellonema
khac trén GenBank 12 rat thap: chi dat 69-70% & vung ITS, 89,4-90,5% & ving
28S D2-D3 va 79,4-79,9% & vung COI. Cay phat sinh chiung loai Bayes cho
théy loai mé1 nay tao thanh mot nhanh tién hoa (lineage) tach biét va dugc hd
tro toi da (PP = 1.0) trén ca ba marker phan tir (Hinh 3.5, 3.6 va 3.7). Viéc chi
phat hién S. curcumae sp. n. trén cay nghé khong chi 13 béo cao dau tién vé chi
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nay trén C. longa tai Viét Nam ma con goi ¥ su thich nghi sinh thai dic thu ddi
voi thue vat ¢ than ré.
3.2.2. Sw bién doi ham lwong curcuminoid do danh hwéng tiv tuyén tring

Nghién ctru cung cip bang ching dinh luong rd nét vé tuong tac giira
thuc vat, tuyén trung va hoa hoc. Két qua cho théy c6 mot mdi tuong quan
nghich phu thudc mat do gitra quén thé Scutellonema curcumae sp. n. va chét
luong hoa thyc vat cua than ré. Khi mat d6 l1ay nhiém giam tir 19,6 xubng 0,8
c4 thé/100g dat, tong ham lugng curcuminoid da ting 1én dang ké tir 4,01% dén
4,95% (Bang 3.4 va 3.5).

Phan tich hdi quy chi ra ring, quan thé tuyén tring ndi ky sinh trong ré
(root population) 1a tdc nhan chinh gay ra su suy thoai nay, vt tac dong ti€u
cuc va ¢6 ¥ nghia théng ké hon nhiéu so véi tuyén tring song tu do trong dat
(Bang 3.9). Pang chu ¥, su sut giam chit chuyén hoa nay khong dién ra dong
déu. Mat d6 lay nhiém lam thay doi nghiém trong ty 1 cta ba curcuminoid
chinh: trong khi curcumin chi bién dong nhe (~8%), demethoxycurcumin tang
~40%, thi bisdemethoxycurcumin lai chimg kién sy gia ting dot bién lén téi
250% (tir 0,16% 1én 0,56%) & cac mau it nhiém bénh (Bang 3.5). Su sut giam
c¢6 chon loc nay ngu ¥ rang tuyén trung c6 thé dang can thiép vao cac budc
enzyme cu thé (nhu qué trinh O-methyl hoa) trong con duong sinh tong hop
phenylpropanoid.
Bdng 3.4. Tinh chat Iy hoa cta dat, loai dit va mat d6 quan thé tuyén trang tai

cac khu vuc trong nghé (C. longa) & Kon Tum, Viét Nam

, Tong Tong Tong
N b6 am S. curcumae | S. curcumae
Mau | pH nitrogen | nematodes | nematodes , i
(%) , . sp. n. (dat)® | sp.n. (r€)°
(%) (dat)° (ré)°
M1 | 6,5| 73,5 1,05 131,8 59,7 25,3 19,6
M2 | 63| 73,4 0,92 58,2 17,7 11,4 7,5
M3 | 6,6 | 73,6 0,95 79,3 88,4 3,8 10,7
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, Tong Tong Tong
N b6 am S. curcumae | S. curcumae
Mau | pH nitrogen | nematodes | nematodes , .
(%) , . sp. n. (dat)® | sp.n. (r€)°
(%) (dat)° (ré)°
M4 | 7,1 74,1 0,98 185,3 78,4 27,9 12,5
MS | 6,8 | 74,2 1,07 125,3 58,4 29,6 16,5
M6 | 6,9 | 74,0 1,01 141,5 66,8 22,1 12,3
M7 | 6,0 | 72,8 0,90 87,6 33,9 5,5 8,2
M8 | 6,2 | 72,9 0,91 90,2 47,9 6,3 3,1
M9 |59 | 72,8 0,95 70,1 233 4,5 1,6
M10| 5,6 | 70,9 0,92 36,8 11,3 2,6 0,8

» Thanh phan co giéi cua dat dugc danh gia bang mat thuong 1a dat thit

pha sét, dic trung ciia nhom dat do bazan. b S6 cé thé trén 100g dat/ré

Bang 3.5. Thanh phén héa thuc vat va hoat tinh sinh hoc ctia than ré nghé lién

quan dén sy nhiém tuyén trung

Téng 1Cs
5 SCs I1Cs9 A549
Mau | curcuminoid | CUR (%) |DMC (%) [BDMC (%) HepG2
(ng/ml) (ng/ml)
(%) (ng/ml)
4,01 0,64 + 43,62+ | 4423+ | 5523+
M1 3,19+ 0,08 0,16 £ 0,01
+ 0,05 0,04 3,08 2,08 3,34
0,86 + 23,45+ | 43,67+ 58,93 +
M2 | 425+0,03 [3,07+0,07 0,32+ 0,03
0,02 2,19 2,86 2,99
0,80 + 21,03+ | 4537+ 60,32 +
M3 | 4,16+0,04 (3,06 +0,05 0,31 +£0,02
0,03 2,56 3,49 3,05
0,72 + 32,89+ | 38,82+ 52,75+
M4 | 4,15+0,02 (3,18 +£0,05 0,23 +0,01
0,02 3,55 2,98 2,45
0,69 + 40,31 £ | 37,85+ 50,37 +
M5 | 4,10+0,04 [3,19+0,06 0,21 +£0,02
0,04 3,86 2,05 2,97
0,69 + 3426+ | 38,63+ 51,34 +
M6 | 4,15+0,05 [3,21 £0,06 0,23 +0,01
0,01 3,82 2,52 3,14
0,74 + 2587+ | 39,38+ 48,21 +
M7 | 4,23+0,03 [3,16+0,09 0,31 +£0,03
0,02 2,44 1,56 3,82
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Tong ICs
N SCs IC5y A549
Mau | curcuminoid| CUR (%) |DMC (%) |BDMC (%) HepG2
. (ng/ml) (ng/ml)
(%) (ng/ml)
0,91 + 1891+ | 35,76+ | 47,55+
M8 | 4,70+ 0,06 3,38 +0,07 0,41 +0,02
0,03 1,73 2,88 2,43
0,98 + 16,42+ | 29,04 + 41,43+
M9 | 4,88 +0,07 |3,45+ 0,08 0,46 + 0,01
0,04 1,89 1,22 3,02
0,90 + 13,85+ | 29,35+ | 40,37+
M10| 4,95+ 0,02 |3,45+0,04 0,56 + 0,02
0,02 1,31 1,10 3,31
6,81 +
Ascorbic acid - - - - -
1,03
472 + 21,3 £
Paclitaxel - - - -
1,38 nM | 1,02 nM

Bdng 3.6. Phan tich hdi quy tuyén tinh anh huong ctia mat do Scutellonema

curcumae sp. 1. (trong ré va dat) dén thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc

Tac dong cia [Tac dong cua quz‘in o

Chi tiéu phan tich quan thé trong ré | thé trong dat (% Ta: dong
(% thay ddi/don vi)| thay doi/don vi) ket hep

Thanh phéan ho4 hoc
T6ng curcuminoid -1,04 -0,46 -0,35
Curcumin -0,44 NS NS
Demethoxycurcumin -1,78 -0,89 -0,64
Bisdemethoxycurcumin -3,81 -2,05 -1,41
Hoat tinh sinh hoc
Chédng oxi hod (SCso) +12,33 +5,5 +4.,51
Gay doc té bao HepG2 (ICso) +1,94 NS NS
Gay doc té bao A549 (ICso) +1,47 NS NS

NS = Khong ¢ y nghia thong ké (P > 0,05). Gia tri dwong ctia SCs0/ICso biéu

thi sy suy giam hoat tinh.
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Sy thay d6i ham lugng cua curcuminoid anh huong dén hoat tinh cta
ngh¢. O nhitng mau it chiu ap luc tur tuyén trung, ham lugng curcuminoid
duoc ting dan dén hoat tinh chdng oxy hoa ting 1én manh (gia trj SCso giam
tir 43,62 pg/ml xudng 13,85 pg/ml) (Bang 3.5). Tuong tu, hoat tinh gay doc
té bao ciing duoc cai thién rd rét, voi gia tri ICso giam tir 44,23 xudng 29,35
ng/ml d6i voi té bao ung thu gan HepG2, va tir 55,23 xudng 40,37 pg/ml dbi
v6i té bao ung thu phdi A549 (Bang 3.5, Bang 3.6). Diéu nay khang dinh
mot quan diém méi, viée quan 1y tuyén trung 13 yéu t6 séng con dé quyét
dinh duoc tinh cta san pham.

Nghién ctru cling ghi nhan cac miu nghé dat chit luong cao nhat (mat
do tuyén trung thép, curcuminoid cao) déu xuit hién ¢ diéu kién dat co do
pH hoi acid (5,6-5,9) (Bang 3.4). Su twong quan nay dit ra gia thuyét rang
moi truong acid ¢ kha nang (e ché sy phat trién cta S. curcumae sp. n.,
hodc doéng vai tro nhu mot yéu t6 kich thich qua trinh sinh tong hop
curcuminoid & cdy nghé. Du dir liéu thyc dia (field data) cung cip bang
chimg manh mé&, nghién cru van can tién hanh cac thir nghiém 1ay nhiém
c6 kiém soat (controlled inoculation) trong twong lai dé xac nhan quan hé
nhan qué tuyét ddi, ciing nhu Gmg dung hé phién ma/hé chuyén hoa dé 1am
sang t6 co ché phan ta dang sau hién twong nay. Nhin chung, két qua cua
nghién ctru ndy da tao ra budc chuyén dich mé hinh trong canh tac cdy duoc
liéu, chuyén tir muyc tiéu bao v¢ nang suat don thuan sang chién luoc quan
1y bénh hai nhu mot cong cu thiét yéu dé t6i wu hoéa va dam bao chit luong
héa thuc vat.

Nghién ctru da phat hién va dinh danh thanh céng mot loai tuyén tring
thuc vat méi ky sinh trén ré cdy nghé vang tai Viét Nam (Scutellonema
curcumae sp. n.). Cac dac diém sinh hoc va phan tir da dugc cong bd trén tap
chi qudc té, xac dinh rd vi tri phan loai ciia loai nay. Quan trong hon, thong qua
phan tich dinh lugng hoa thyc vat, két qua dd minh ching 16 rang: sy gia ting

mat do lay nhiém cua tuyén trung S. curcumae c6 moi tuong quan nghich bién,
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gay sut giam nghiém trong ham lugng cac dang curcuminoid (ty 1€ BDMC).
Stress sinh hoc do tuyén trung gy ra 1am rdi loan qua trinh sinh téng hop, tir
d6 lam suy giam truc tiép cac hoat tinh chéng oxy héa va gy doc té bao cua
duoc liéu. Piéu nay dat ra yéu cau cép thiét vé viéc quan 1y sau bénh hai dé
chuan hoa ving nguyén liéu chat luong cao.

Danh gi4 hoat tinh sinh hoc in vitro da lam rd dnh hudng ctua cau truc
hoa hoc dén tac dung duoc 1y ctia 3 dang curcuminoid riéng biét cling nhu cac
dan xuit ban téng hop. V& hoat tinh chéng oxy hoa, su hién dién ctua hai nhém
methoxy (-OCH3) gitp CUR thé hién kha ning don gdc tuy do manh mé nhat,
manh hon so vd1 DMC va BDMC. Nguoc lai, ddi véi hoat tinh khang viém (rc
ché san sinh NO) va giy doc té bao ung thu, cac phan tir thiéu ving nhom
methoxy (nhu BDMC) hodc cac din xudt lai héa méi (curcumin-
monozerumbone) lai cho théy hi¢u qua trc ché manh va 6n dinh hon. Két qua
nay khang dinh viéc sir dung riéng r& timg dang hodc thiét ké din xuét 1a hoan
toan can thiét: CUR phu hop cho dinh hudng chdng oxy hoa, trong khi BDMC
va cac dan xuat lai hoa mé ra tiém ning 16n cho cac dich tic dung khang viém
va khang ung thu.

3.3. Ban tong hop cac din xuit curcumin phén lap tir cit nghé

Trong nghién ctru nay, CUR dugc lya chon lam nguyén li¢u dau cho qua
trinh ban tong hop thay vi DMC hay BDMC do ham luong cao va loi thé ciu
tric (hai nhém -OCH3 lam tang hoat tinh nucleophile cia nhém -OH phenol).
Chién luoc tap trung vao viéc che chin nhom -OH, déng thoi bao tdn nguyén
ven hé f-diketone cdt 161 Luan an hudng téi téng hop dan xuét lai curcumin-
zerumbone nham két hop va phéat huy tiém ning hiép dong khang ung thu,
khang viém va khang vi sinh vat kiém dinh cta ca cac hop chat tw nhién. Ngoai
ra, dan xuét curcumin-propargyl ciing duoc tong hop thém dé dong vai tro lam
chat ddi chiéu ciu trac, phuc vu viéc danh gia va so sanh mirc do hoat tinh.
Huong tiép can nay khong chi giup cai thién sinh kha dung, tan dung dac thu

vi moi truong khoi u dé giai phong thudc chon loc, ma con tao ra bo dir licu ly
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tudng cho cac danh gia in silico (molecular docking) va in vitro, giip lam sang
t6 toan dién mdi quan hé cau tric - tac dung (SAR).
3.3.1. Ban t(fng hop curcumin-zerumbone

So dd tong hop cac dan xuat curcumin-zerumbone nhu hinh 3.8.

Giai doan 1: Hoa tan 1 g (4,6 mmol) zerumbone (1) trong 15 ml hon hop
dung mdi acetonitrile: HoO 1:1 (v:v) khudy cho dén khi thu duoc huyén phu
ddng nhat, tiép theo vira khudy manh vira thém nhanh 0,9 g (5,0 mmol) N-
bromosuccinimide (NBS) vao. Két tua hinh thanh ngay 1ap ttc, tién hanh loc
taa, rira vo1 nuoc, séy kho trong chan khong & 50°C thu dugc chit rén 3 mau
trang v&i hiéu suat 15% (1,4 g), san phim nay dung ngay cho giai doan sau

(hinh 3.9).

OCH,4 6 OCH,

Hinh 3.8. Téng hop cac dan xuit curcumin-zerumbone
Giai doan 2: M6t hon hop cuia 184 mg (0,5 mmol) curcumin va 304 mg
(2,2 mmol) K»CO; duge hoa bang 3 ml DMF. Tiép theo, vira khudy vira thém
148 mg (0,5 mmol) 2-bromozerrumbone. Hon hop dugc khudy ¢ nhiét do
phong 12 gid, tién trinh phan tmg dugc kiém soat bang TLC (n-hexane: acetone
1,5:1). Két thuc phan tng (12 gid) hdn hop duge hoa vao nude da dap nho va
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hdn hop phan tng dugc chiét bang ethyl acetate (3 x 15 ml). Gop céc dich chiét
ethyl acetate va rua 1 lan véi nude mudi bio hoa, 1lam kho béng Na>SO4 khan,
loai dung méi thu san pham thd. San pham tho duoc chay sac ky cot/silica gel,
rira giai voi hé dung moi n-hexane: acetone 1,5:1 dé thu phan doan chinh chira
san phﬁm 4 va 5. Phan doan nay tiép tuc dugc chay HPLC (Sur dung cdt Eclipse
XDB C18 (kich thudc 150 x 4.6 mm, kich thudc hat 5 um), hé dung méi gdbm
kénh A (H20 + 0,1% FA), kénh B (ACN) va kénh C (MeOH). Hé thdng dugc
thiét 1ap dé chay dang dong véi ti 1& 40 - 25 - 35 trong 30 phut, toc dd dong 0,5
ml/phtit) dé thu dugc curcumin-monozerumbone (4, hiéu suat 15%) va

curcumin-biszerumbone (5, hiéu suit 11%) sach (hinh 3.10).

e} 0]
, NBS
AN CH3CNH20 1:1
2 3

Hinh 3.9. Tong hop cac dan xuat curcumin-zerumbone giai doan 1

Hinh 3.10. Téng hop cac dan xuat curcumin-zerumbone giai doan 2

Hop chét 4 thu duoc dudi dang bot mau vang véi hidu sudt 15%.Trén
phé 'H-NMR xuét hién cua duy nhat mot tin hiéu proton thuoc nhom -OH
phenol tai 81 9,64 (1H, s). Diéu nay ching t6 phan Gng thé (ether hoa) chi xay

ra tai mot trong hai dau cua phan tir curcumin, pha v& tinh déi ximmg nguyén
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ban. Sy bat dbi xtng nay tiép tuc dugc minh ching qua tin hiéu ctia hai nhom
methoxy (-OCH3) tach biét thanh hai miii don tai 6u 3,84 (3H, s) va 3,81 (3H,
s) thay vi chap lai lam mot. Sy hién dién ctua géc zerumbone dugc xac nhan
thong qua cac proton nhom methyl dac trung tai ou 1,67 (3H, s), 1,22 (3H, s)
va 1,05 (3H, s).Trén phd *C-NMR phu hop véi su mat dbi xang khong gian,
hé carbonyl trung tdm cho hai tin hi¢u riéng biét tai 6c 183,7 va 182,6 ppm. Tin
hiéu carbon tai vi tri lién két méi (-O-CH-) xuét hién tai 65,6 ppm. Céc carbon
methyl ciia géc zerumbone xuét hién rd nét tai 24,3; 23,7 va 11,7 ppm. Dt li¢u
phd nay hoan toan tuong thich va khang dinh su hinh thanh cta din xuét bat
d6i xtmg curcumin-monozerumbone.

Hop chét 5 thu duoc dudi dang bot mau vang véi hiéu sudt 11%.Trén
ph6 'H-NMR: Phan tir ¢3 khoi phuc lai tinh d6i xtng cao do ca hai nhém -OH
phenol déu di tham gia phan tng (tin hiéu -OH tai ving > 9,0 ppm hoan toan
bién mét). Hai nhom methoxy luc nay chap lai thanh mot tin hiéu duy nhét tai
8u 3,84 vai tich phan 6H. Céc tin hiéu dic trung cua gdc zerumbone déu co tich
phan nhan d6i, minh ching la 3 cum methyl xuét hién tai &y 1,67 (6H, s), 1,22
(6H, s) va 1,05 (6H, s). Ty 1¢ 6H nay khang dinh c6 chinh x4c 2 gbc zerumbone
dugc gan vao khung curcumin.Trén phd *C-NMR nho tinh ddi xtng, hé B-
diketone chi cho mot tin hiéu carbonyl chip duy nhit tai c 183,0 ppm (dic
trung cho ciu tric dang enol). Cac carbon methyl twong Ung ciia hai gbc
zerumbone dugc ghi nhan tai 24,2; 23,6 va 11,7 ppm. Két qua bién luan khing
dinh hop chit 1a curcumin-biszerumbone.

3.3.2. Bdn tong hop di-propargyl curcumin

Qua trinh ban tong hop dan xuét di-propargyl curcumin duoc tién hanh
theo co ché phan tng ether hoéa Williamson (hinh 3.11). Hoa tan 1,00 g (2,71
mmol) curcumin trong binh cau chira 15 ml dung méi phan cuc khan. Bat may
khudy tir, sau d6 bo sung 1,12 g (8,13 mmol) base K2CO3 khan nham hoat héa
triét dé hai nhém hydroxyl phenolic. Hon hop dugc khudy & nhiét do phong
trong khoang 30 phut. Tiép theo, nho giot tir tir 0,80 g (6,77 mmol) tac nhan
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alkyl hoa propargyl bromide vao binh phan tng. Viéc st dung lugng du
propargyl bromide va base so vi sé mol cia curcumin 1a diéu kién thiét yéu
dé dinh hudng thé hoan toan tao san pham di-propargyl.

Hon hop phan ting duoc khuay lién tuc va giir & nhiét do phong trong 24
gio. Tién trinh phan Gmg duoc theo dbi chit ché bang sic ky 16p mong (TLC).
Khi curcumin ban dau duge tiéu thu hoan toan, hdn hop dugc lam ngudi, pha
lodng voi khoang 30 ml nudc cit va chiét bang dung moéi ethyl acetate (3 x 20
ml). Cac pha hitu co dugc gop chung, rira lai bang dung dich nuéc mudi bio
hoa (brine) (2 x 20 ml), lam khan bang Na»SO4 khan, loc va cat quay chan
khong & nhiét do thap dé thu dwoc cén san pham tho.

Can tho sau d6 duoc tinh ché bang phuong phéap sic ky cot pha thuong
véi chat mang silicagel. Qua trinh rira gidi dugce thuc hién béng hé dung moi
gradient n-hexane/ethyl acetate v4i ty 1¢ phan cuc ting dan tir 20/1 dén 5/1. Cac
phan doan chira san pham dich dugc thu thap, kiém tra bang TLC, gop lai va
¢ quay chan khong dé thu duoc din xut di-propargyl curcumin (6, hiéu suat

21%) sach (Hinh 3.11).

(0] (0]
(0] (0] ™ =
o AN = o Propargyl bromid O O
~ N pargy e + 2HBr
) (O T~ .
HO 1 OH  DMF, K,COg, RT, 18h OCH;4 6 OCHs

Hinh 3.11. Tong hop din xuét di-propargyl curcumin

Hop chét 6 thu duoc dudi dang bot mau vang véi hidu sudt 21%.Trén
phd "H-NMR: Tinh d6i xtmg ctia phan tir dugc thé hién 6 rang. Viée alkyl hoa
thanh cong bang gdc propargyl duoc minh ching qua hai tin hiéu dic trung:
nhoém methylene (-OCHo2-) tai 614,89 véi tich phan 4H (d, J= 2,4 Hz) va proton
alkyne dau mach (-C=CH) tai &u 3,61 vdi tich phan 2H (t, J= 2.4 Hz). Khung
curcumin duoc bao toan ciu hinh trans véi hai proton alkene xuét hién tai 8
7,66 va 7,07 (2H, d, J= 15,6 Hz) cung nhdém methoxy doi xung tai 3,87 (6H,
s). Trén phd '*C-NMR xé4c nhan sy hién dién cua lién két ba alkyne (-C=C-)

lién két véi oxy phenolic xuat hién tai 65,9 ppm. Sy bién mat cua tin hiéu
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hydroxyl va su xuat hién céc tin hiéu alkyne c6 tinh dbi xtrng nhan do6i da khéng
dinh cau trac hop chit 1a O,0-di-propargyl curcumin.

Bam sat dinh huéng can thiép ciu trac nham ting cuong hoat tinh sinh
hoc, nghién ctru da thyc hién thanh cong viéc ban téng hop céac dan xuit méi
tor khung curcuminoid. Viéc can thi€p vao nhom churc hydroxyl phenol thong
qua phan tng ether hoa di tao ra din xuét dipropargyl curcumin; ghép ndi thanh
cong hoat chit zerumbone tao ra cac dan xuit lai hoéa (curcumin-
monozerumbone va curcumin-biszerumbone) nham tin dung tac dung hiép
déng. CAu trac cta cac dan xuét nay da duoc bién luan va xac nhan chinh xac
qua dit liéu pho 1y héa (‘"H-NMR, C-NMR, HSQC, HMBC).

Bén canh cac dan xuét da téng hop, dua trén dac diém cAu tric chua hé
B-diketone va cac ndi doi lién hop, mot sé phuong an ban tong hop tiém nang
khac hoan toan c6 thé dugc mé rong trong tuong lai nhu: tao phic véi cac ion
kim loai chuyén tiép (Zn*", Cu®") dé ting d6 bén, hodc thuc hién phan tGng
ngung tu Knoevenagel tai vi tri carbon trung tim (C4) dé dua thém cac nhom
thé hut/day electron, tir 6 tao ra cac dan xuat c6 duoc tinh dich manh mé& hon.
3.3.3. Pdnh gid hoat tinh chéng viém ciia cdc din xudt curcumin

Kha niang khang viém ctua CUR va cac dan xuét ban tong hop (4, 5, 6)
dugc danh gia in vitro thong qua muc do e ché san sinh gdc ty do NO trén mé
hinh dai thuc bao RAW 264.7 kich thich bé1 LPS. Déng tho1i, thir nghiém do
ludng ty 18 té bao séng sét bang phuong phap MTT ciing duoc tién hanh nham
loai trir kha nang sy sut giam NO la h¢ qué cua doc tinh gay chét té bao. Két
qua duoc thé hién nhu bang 3.7.

Trude hét, vé tinh an toan, két qué tht nghiém MTT tai néng do 128
ng/ml cho thiy tat ca cac hop chat déu duy tri ty 18 séng sot cua té bao RAW
264.7 & murc an toan (trén 80%). Pang chi y, cic din xuat ban téng hop (4, 5,
6) déu cho ty 18 t& bao séng sot (86,4% - 92,1%) cao hon so véi CUR (82,5%).
Piéu nay khang dinh viéc bién ddi cu triic da lam giam ddc tinh khong dic
hi¢u 1én dai thyc bao. Do do, cac gia tri 1Cso tic ché NO ghi nhan dugc hoan
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toan xudt phat tir co ché can thiép duoc 1y chuyén biét vao qua trinh viém, chi
khong phai do tiéu diét té bao.

V& hiéu luc khang viém, su bién ddi cau trac da mang lai sy cdi thién ro
rét. CUR thé hién hoat tinh tc ché NO yéu nhét trong nhom véi ICso kha cao,
dat 121,06 + 2,16 pg/ml. Han ché nay chu yéu do tinh than nuéc mot phan (nhd
2 nhom -OH tu do) 1am gidm kha ndang xuyén qua mang lipid cta dai thuc bao,
d6ng thoi cau triic dé bi thoai bién trong méi trudng nudi cdy. Khi khda nhom
-OH bang gdc propargyl dé tao ra dan xuét (5), hoat tinh di tang 1én dang keé
(ICso giam xudng con 85,40 + 1,85 pg/ml). Sy gia ting tinh than dau da gitp
phan tr (5) thAm nhap noi bao tot hon va bao vé hé S-diketone.

Bdng 3.7. Hoat tinh trc ché san sinh NO va ty 1& sdng sot cua té bao RAW

264.7 khi xr Iy v61 curcumin va cac dan xuat

) GiatriICso | Ty 1§ té bao
TT|Ky hi¢u| Tén hgp chat

(ng/ml) song sot (%)
1 | CUR Curcumin 121,06 £2,16 82,5+2,1
2 6 Dipropargyl curcumin 85,40 + 1,85 86,4+1,8

3 5 Curcumin-biszerumbone 68,20 = 1,50 88,2+24

4 4 Curcumin-monozerumbone | 32,15 £ 1,20 92,1+1,5
Déi
5 Cardamonin 0,61 +£0,24 95,0+1,2
chung

O cac phan tr lai hoa v6i zerumbone, din xudt curcumin-
monozerumbone (4) thé hién hoat tinh khang viém tdt nhat vai ICso dat 32,15
+ 1,20 pg/ml, manh hon CUR t61 gﬁn 4 1an. Sy thé mot 1an (mono) cé thé da
tao ra mot cdu hinh khong gian phu hop, két hop duoc tinh thim té bao manh
hon va kha ning trc ché da dich tir ca hai khung cau tric (hé Michael acceptor
ciia curcuminoid va hé lién hop cia zerumbone) 1én t6 hop protein NF-

kB/INOS nd1 bao.
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Trong khi do, du dan xuit curcumin-biszerumbone (5) cling thé hién hoat
tinh kha t&t (ICso = 68,20 + 1,50 ug/ml), manh hon CUR va dan xuét (6), nhung
lai c6 xu hudng kém hon din xuit mono (4). Su cong kénh qua mirc ¢ hai dau
phan ttr do hai gc zerumbone c6 thé gdy ra chudng ngai 1ap thé, 1am giam do
linh hoat khi phan tir len 161 va lién két v6i cac thu thé dich bén trong té bao.
3.3.4. Pdanh gid hoat tinh gdy djc té bao ciia cdc dén xudt curcumin

Thir hoat tinh gay doc té bao in vitro ctia cac dan xuat tong hop bao gdom
curcumin-monozerumbone (4), curcumin-biszerumbone (5), dipropargyl
curcumin (6) ciing v6i CUR, duoc tién hanh trén 5 dong té bao ung thu nguoi:
Hep-G2 (ung thu gan), HeLa (ung thu ¢6 tir cung), MCF-7 (ung thu va), A549
(ung thu phdi) va HGC-27 (ung thu da day) (Bang 3.8). Két qua cho thiy cac
dan xuét ban téng hop déu mang lai su cai thién dang ké vé& mit hoat tinh so
v6i chit gbe curcumin ban dau. Su khac biét vé gia tri ICso gitra cac hop chat
d3 budc dau phan anh rd nét anh hudng cua cac nhom thé khac nhau khi dua
vao vi tri hydroxyl phenolic cua b khung curcuminoid.

Bdng 3.8. Gia trj ICso (ug/ml) ctia curcumin va cac dan xuat tong hop trén 5

dong té bao ung thu

Dong té bao, Gia tri ICs (ng/ml)
TT| Ky hiéu
Hep-G2 HeLa MCF-7 A549 HGC-27
1 | CUR |62,45+2,15/58,15+1,90(65,60 +2,35/72,20 = 2,50| 60,85 + 2,05
2 4 25,35+ 1,20(22,42 + 1,15/28,05 = 1,35|31,25 + 1,50 26,60 £ 1,25
3 5 38,62+ 1,55|35,30 = 1,45(41,85 £ 1,70(45,45 + 1,85/ 39,20 = 1,60
4 6 48,15 + 1,80 (45,45 + 1,65/52,60 = 1,95/56,80 £ 2,10| 49,35 £ 1,75
5 |Paclitaxel | 0,85+ 0,05 | 0,68 0,04 | 0,92 0,05 | 1,15+0,08 | 0,80+ 0,05

Trude hét, khi thay thé nguyén tir hydro & nhom -OH bang gbc propargyl
dé tao thanh dan xuét dipropargyl curcumin (6), hoat tinh trc ché té bao ung thu
da tang lén & mac d§ vira phai. Mac du ban than nhom propargyl khong mang
duogc tinh khang khdi u dic hiéu, nhung sy hién dién cua nd co thé dong vai tro
che chan, gitp phan tir bén viing hon trudc cac enzyme chuyén hoa va giam
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thiéu sy thoai bién nhanh trong moi truong sinh ly. Dan xuit (6) c6 thé hoat
dong twong tu nhu mot dang tién thude (prodrug), gitip bao tén hé S-diketone
va kéo dai thoi gian phat huy tac dung cta ciu tric 13i.

Su chuyén bién vé hoat tinh tré nén ro rét va tich cuc nhat khi dua géc
zerumbone vao ciu trac. Dan xuét lai thé mét 1an curcumin-monozerumbone
(4) thé hién hiéu luc &rc ché tot nhét trong toan bd cac chat khao sat. Sy gia ting
hoat tinh nay goi ¥ vé mot hiéu tng hiép dong kha hiéu qua giira hai nhom
mang dugc tinh (pharmacophore) tir curcumin va zerumbone. Vi¢c tich hop
mot gde zerumbone dudng nhu tao ra sy can bang 1y tudng: cdu tric méi vira
duogc ting cudng tinh than dau (lipophilicity) gitp phéan tir d& dang tham thau
qua mang té bao, vira bo sung thém co ché tac dong da dich tir ban than khung
zerumbone.

Tuy nhién, khi tiép tuc gan thém gdc zerumbone thi hai dé tao thanh dan
Xuat curcumin-biszerumbone (5), hoat tinh lai c6 xu huéng giam nhe so v6i dn
xuét mono (4), mic du hiéu luc van duy tri & mtic cao hon so v6i hop chit (6)
va curcumin gbc. Hién tuong nay co thé duogc 1y giai thong qua yéu t6 chudng
ngai khong gian (steric hindrance). Su hién dién cua hai gbc zerumbone kha
cong kénh ¢ ca hai dau phan tir da 1am tiang dang ké kich thude va lam giam
tinh linh hoat ctia ciu dang. Piéu ndy phan nio giy ra nhiing can tré nhat dinh
khi phén ttr di chuyén, len 16i va gan két (docking) vao cac khe xuc tac hep trén
cac receptor hoic enzyme dich bén trong té bao ung thu.

Nhin chung, viéc bién ddi chu tric tai vi tri -OH phenol dd mang lai
nhimg tac dong tich cuc dén hiéu qua khang ung thu. Két qua d6i chiéu cho
thdy, viéc két hop cac nhom thé vira c6 kha ning bao vé cdu tric, vira mang
thém duoc tinh (nhu zerumbone), dong thoi kiém soat tot yéu t6 can tré khong
gian s& 1a mot hudng tiép can tiém ning dé t6i wu hoa va phat trién cac thé he
dan xuit curcumin méi trong tuwong lai.

Tu nhitng két qua kha quan trén, c6 thé két luan réng viéc lai tao ciu tric

curcumin vdi zerumbone, 1a dan xuat thé mdt 1an (mono), 1a mot chién luoc
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thiét ké phan tir toi wu gitp nang cao dang ké hoat luc khang ung thu. Két qua
nay khong chi khang dinh tiém ning ctia hop chat curcumin-monozerumbone
(4) nhu mot chat din dudng (lead compound) ¢6 tiém ning, ma con vach ra
dinh hudng rd rang cho cac bude nghién ciru tiép theo. Cu thé, dé 1am sang t6
co ché tac dung & mirc d6 phan tir, nghién ctru dugc dinh hudng tiép tuc trién
khai cac mo hinh tinh toan mo6 phong in silico nham danh gia ai lyc va vi tri
lién két cua cac din xuét ndy voi cac protein dich tiém ning (vi du nhu cac thy
thé lién quan dén con duong ting sinh hay hinh thanh mach mau khi u). Pong
thoi, day ciing 1a co s¢ dit liéu nén tang quan trong dé tién toi cac thir nghiém
sinh hoc chuyén sau hon (nhu danh gia kha ning cam tng té bao tu chét
apoptosis) va cac thir nghiém in vivo trén mo hinh dong vat, qua doé hoan thi¢n
buic tranh toan canh vé gid tri dugc 1y va tiém ning ung dung ciia hé din xuat
moi.

3.3.5. Pdnh gid hoat tinh khdng khudn, khdng nim ciia cdc din xudt
curcumin

Hoat tinh khang vi sinh vét ctia curcumin (CUR) va céc dan xuét ban
téng hop (4, 5, 6) duoc danh gia trén 8 chung vi sinh vat kiém dinh bao gém
vi khudn (Gram 4m, Gram dwong) va vi nAm (ndm méc, ndm men). Két qua
xéac dinh ndng do trc ché tdi thiéu (MIC) tai bang 3.9 cho thiy viéc bién doi
ciu trac da lam thay doi dang ké phd khang khuan va khang nam cia céc
hop chat.

CUR nguyén ban thé hién hoat tinh khang vi sinh vat rat yéu. Tai nong
do 200 pg/ml, CUR chi thé hién sy tc ché nhe trén 2 chung vi khuan Gram
duong (B. subtilis va S. aureus) va hoan toan khong c6 tac dung trén vi khuan
Gram am ciing nhu cac chung nim (> 200 pg/ml). Su hién dién cta hai nhom
-OH phenol 1am ting tinh phan cyc, khién CUR kho xuyén qua 16p mang lipid

kép cua vi khuan va nam dé phat huy tdc dung ndi bao.
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Bdng 3.9. Két qua thir nghiém hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh cua

curcumin va cac dan xuat, nong d¢ mau

Nong dd e ché toi thiéu (MIC: pg/ml)

Ky . . . ; ;
hid Vi khuan Gr (-) [Vi khuan Gr (+)) Nam moc Nam men
i€u
. E. P. B. S. A. F. S. C.
mau

coli |aeruginosa subtillis | aureus |niger |oxysporum|cerevisiae | albicans

CUR [>200f >200 200 200 >200f >200 > 200 > 200

6 200 | >200 100 100 |>200] >200 200 200
5 200 | >200 100 100 |>200] >200 > 200 > 200
4 200 >200 100 100 | 200 | >200 200 100

Gid tri > 200 pg/ml dwoc xem la khéong cé hoat tinh & nong dé thir nghiém

Khi chuyén héa thanh dan xuét dipropargyl curcumin (6), phd tac dung
da dugc mé rong 1én 5 chung. Hoat tinh trén vi khuan Gram duong tang 1én
gap doi (MIC giam con 100 pg/ml), ddng thoi hop chat bit diu ghi nhan hoat
tinh trén E. coli va 2 ching ndm men & néng d6 200 pg/ml. Viéc ether hoa
nhoém -OH bang gbc propargyl gitp ting tinh than dau (lipophilicity), tao diéu
kién cho phan tir chui qua rao can peptidoglycan va mang té bao ctia vi sinh vat
dé dang hon.

Su khac biét 16n nhit nim & cac dan xuét lai héa véi zerumbone. Dan
xuét curcumin-monozerumbone “4) thé hién phé hoat tinh rdng va manh nhét,
c6 kha nang tc ché 6/8 chiing kiém dinh. Hop chat nay nhay cam véi vi khuan
Gram duong va ndm men C. albicans (MIC = 100 pg/ml), dong thoi trc ché tot
v6i ndm S. cerevisiae, A. niger va E. coli (MIC =200 pg/ml). Su két hop thé
mot 1an (mono) ndy mang lai hiéu tng hiép déng. Cau hinh bat dbi xtng cua
chat (4) duy tri duoc tinh linh hoat khong gian va hé s phan b dau-nudc
(LogP) t6i wu dé tham thau qua céc loai mang sinh hoc.

Nguoc lai, du ciing chita gbc zerumbone, din xudt curcumin-
biszerumbone (5) lai bi thu hep phé hoat tinh (chi khang 3 chung) va hoan toan
mat tac dung trén vi nAm. Viéc gin hai gdc zerumbone cong kénh & hai dau
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phan tir c6 thé da tao ra hiéu Gng chudng ngai 1ap thé (steric hindrance). Kich
thudc phan tir qua 16n (oversized) khién dan xuét (5) khong thé lot qua cac kénh
porin trén mang ngoai ctia vi khuan Gram am hay vach té bao virng chic cia
nam men va ndm méc.

Dit liéu khang vi sinh vat kiém dinh dong thuan chat ché véi cac két qua
doc tinh té bao va khang viém. Viéc che chian nhom -OH 14 can thiét dé ting
tinh thAm qua mang, nhung sy kiém so4t kich thudc phan tir méi 13 chia khoa
quyét dinh. Dan xuit mono (4) 1a minh chirng 10 nét nhat cho mét thiét ké phan
tor thanh cong, m& ra hudng ing dung lam tic nhan khang sinh phd rong tu
nguén géc thién nhién.

Nghién ctru da thyc hién thanh cong viéc can thi¢p cAu tric hoa hoc trén
bo khung cua curcuminoid, dinh hudng tap trung vao cac nhom chirc (nhu
hydroxyl phenol) nham tang cudng hoat tinh. Cy thé, cac dan xuat méi da dugc
téng hop thanh coéng bao gdm din xuét ether hoa (dipropargyl...) va cac dan
xudt lai hoa giita curcuminoid véi gbc zerumbone. Dit liéu phd héa 1y (MS, 1H-
NMR, 13C-NMR) da xac nhan chinh xac cAu tric cua cac dan xudt tao thanh.
Bén canh hudng di hién tai, dua trén dac diém cAu trac chira hé B-diketone va
cac ndi ddi lién hop, mot sd phuong an ban téng hop khac hoan toan cé thé
dugc mé rong trong twong lai nhu: tao phirc véi cac ion kim loai chuyén tiép
(Zn**, Cu*"), hodc thyc hién phan img ngung tu Knoevenagel tai vi tri carbon
trung tim (C4) dé dua thém cac nhom thé hat/day electron. Cac dinh hudng
nay s¢€ tao ra thu vién cac dan xuit nhiéu hon, phuc vu cho viéc thiét ké cac
hoat chat duoc dung méi véi phd tac dung manh va tring dich hon.

3.4. M6 phong du doan hoat tinh quét goc tw do HOOe ciia curcuminoid

Nghién ctru da tién hanh phan tich cAu tric va dic tinh dién tir cua hai
dan xuit curcumin (CUR va BDMC) trong hai méi truong dung moi mod
phong khac nhau: nude (moi truong phan cuc) va pentyl ethanoate (PEA -
dung moi khong phén cuc, gia 1ap méi truong lipid). Hinh 3.12 trinh bay cau
tric hinh hoc tdi wu, cac orbital bién (HOMO/LUMO) va ban d6 thé tinh
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dién (ESP) cua cac dang hd bién (tautomer) diketone va keto-enol cia CUR
va BDMC trong méi trudng nude. Két qua tinh toan khang dinh dang keto-
enol, vo1 hé © lién hgp mé rong va ciu hinh phéng, la dang wu thé vé mat
nhiét dong luc hoc v6i phan sé mol dat trén 99% & ca hai hop chat, nhat quan
v6i cac cong bd trude day. Sy phan bd mat do dién tir chia HOMO va LUMO
chu yéu tdp trung tai céac lién két d6i mach nhanh va vong thom, xdc dinh
day 1a céc trung tdm phan Gng tiém ning cho co ché cong gbc tu do (RAF).
Trong khi do, ban dd ESP hién thi céc vung mat do electron cao (vung am)
tap trung tai nhom carbonyl va vong phenyl, trong khi cac ving thiéu hut
electron (ving dwong) xuét hién tai nhom hydroxyl, goi ¥ vé kha ning cho
proton H' cua phan tu.

Viéc danh gia cac thong sb mo ta nhiét hoa ndi tai cua cac tautomer
diketone va keto-enol thuoc CUR va BDMC trong moi truong nudc va PEA
(Bang 3.10), bao gdm enthalpy phan ly lién két (BDE), thé ion héa (IP) va
ai lyc proton (PA), cung cap cai nhin tong quan vé tiém ning khang oxy hoa
cua cac hop chit. Mot xu hudéng nhiét dong hoc ndi bat 1a gia tri PA trong
moi truong nude thap hon dang ké so voi BDE va IP (vi du: PA ~ 124-135
kJ/mol so v6i BDE ~351-389 kJ/mol va IP > 518 kJ/mol d6i v6i CUR). Diéu
nay chi ra rang trong moi trudng phan cuc nhu nudce, qua trinh khir proton
dién ra rat thuan loi, tao diéu kién cho céc co ché khang oxy hoéa lién quan
dén loai anion, dién hinh 1a co ché chuyén electron don 1¢ (SET) hoidc co ché
chuyén electron mat proton tuan tu (SPLET). Su khac biét giita cac thong sb
nay tro nén it rd rét hon trong moi trudng PEA, noi cac gia tri nhiét hoa déu
ting cao do hing sb dién moi thip cua dung moi.

Yéu t6 quan trong chi phi hoat tinh trong pha nuéc chinh 14 can bang
acid-base. Cac gia tri pKa tinh toan cho ba budc phéan ly proton cho thay céc
hang s6 nay nam trong khoang pH sinh 1y (7-9), phu hop véi dit liéu thuc
nghiém. Tai pH 7.4, c4 CUR va BDMC ton tai dudi dang hon hop cua bon

dang hoa hoc: dang trung hoa (Neu), monoanion (MoA), dianion (DiA) va
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trianion (TriA). Pang chd ¥, mic du phan sé mol cta cac dang da anion (DiA
va TriA) thuong rat nho (dudi 2%), nhung dong gop cta ching véo hoat tinh
khang oxy hoa tong thé - thong qua co ché SET - lai mang tinh quyét dinh
nhd hang s6 téc do phan tng cuc 16n, vuot xa cac dang con lai.

Pé lam 1o co ché phan ng, bé mit ning luong tiém tang (PES) cho
turong tac voi gbc HOOe dd duoc thiét 1ap. Hinh 3.12 va Hinh 3.13 mo ta
biéu dd enthalpy tuong ddi tai 0 K (AHok) cho cac con dudng tach hydrogen
(Abs) va cong goc (Add) cia CUR va BDMC. Trong mdi truong nudc, ddi
v6i monoanion dang diketone (dang hd bién wu thé cua diketone), phan tng
Add tai nguyén tr C4 trung tdm c6 rao ning luong hoat hoa thip nhat (AH?
~ 15-19 kJ/mol), thuan lgi hon so v&i phan tng Abs tai nhém phenolic O-H
(AH* ~ 29-44 kJ/mol). Tuy nhién, ddi voi dang trung hoa keto-enol (dang wu
thé cua keto-enol), con duong Abs lai c6 xu hudng thuadn lgi hon mot chut
s0 v&i Add. Trong mdi truong PEA, noi chi ton tai dang trung hoa, rao ning
lugng hoat hoa cho ca hai co ché déu ting dang ké (khoang ~10-15 kJ/mol)
s0 vOi trong nude, cho thay hoat tinh khang oxy héa bi suy giam manh trong
moi trudng lipid. Phan tich dong hoc chi tiét (Bang 3.11 va Bang 3.12) cho
théy maQt burc tranh phtre tap hon so véi cac du doan thuan tay tir nhi¢t dong
hoc.

Déi véi cac dang Neu va MoA cua CUR va BDMC, co ché Abs tai cac
nhom phenolic 022H va 023H dong gop chinh véi hing sé toc do dat mirc
10°-10* M s,

Tuy nhién, d6i v6i cac dang DiA va TriA, co ché SET hoan toan chiém
wu thé. Mic du phan sb mol hién dién cuc thép (vi du ¢ CUR: DiA chiém
1.09%, TriA chiém 0.03%), hang s6 téc d6 SET cua chung lai dat mic tiém
can gidi han khuéch tan (vi du: 9.10x107 M s™!' cho DiA keto-enol CUR).
Khi xét hang sb toc do biéu kién (tich cua hing sb téc 6 va phan sé mol),
dong gop cua cac dang anion da dién tich vao téc ¢ phan tng tong (Bang

3.13) 1a cuc ky quan trong, chiém trén 97% ty 18 phan nhanh (I'). Két qua
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nay nhan manh vai tro cdt 18i cia cac dang anion trong viéc khir goc tu do
trong mo1 trudng nude.

Trong moi truong PEA, dic tinh dong hoc thay d6i hoan toan. Do chi
ton tai dang trung hoa, phan tng tach Abs trd thanh con dudng phan Gmg gan
nhu duy nhat v6i hing sb téc d6 thidp hon nhiéu (CUR: ~ 4x10' M's’!;
BDMC: ~8x10?> M s!). Cac phan ung Add va SET trong modi trudong nay
gan nhu khong dang ké.

So sanh hiéu suit tong thé gitta CUR va BDMC cho thay su dao nguoc
hoat tinh tiy thudc vao méi truong phan ung. Trong nudc, hing sb téc do
tong cia CUR (9.36x107 M s7') cao hon BDMC (2.60x107 M' s7) khoang
3.6 lan. Sy manh hon nay duoc gidi thich béi hi¢u tng déy electron cua hai
nhom methoxy (-OCH3) tai vi tri ortho trong cdu trac CUR, lam ting mat do
electron va thuc day kha nang cho electron cua dang DiA trong co ché SET.
Ngugc lai, trong moi trudong PEA, BDMC (8.16x10? M! s!) lai phan tng
nhanh hon CUR (4.02x10! M s!). Nguyén nhan do & dang trung hoa, céc
nhoém -OH trong BDMC ¢ trang thai tu do, trong khi & CUR, nhom -OH tao
lién két hydrogen ndi phan tir vdi nhom -OCHs 1an can, 1am bén héa céu tric
va gay kho khan cho qua trinh tach nguyén to hydrogen.

Cudi cung, nghién ctru tap trung phan tich ban chat hoa hoc ciia qua
trinh chuyén dich hydrogen. Thong qua phan tich orbital phan tir chiém giir
don 16 (SOMO) tai trang thai chuyén tiép (TS), dién bién mat d6 spin va dién
tich doc theo toa do phan Urng ndi tai (IRC), cung véi c4u hinh electron tu
nhién (NEC) duoc trinh bay tai Hinh 3.15 va Bang 3.14, ¢6 thé két luan rang
phan ung tach Abs tai cic nhoém phenolic -OH khéng tuan theo co ché
chuyén nguyén tr hydrogen (HAT) thong thudng, ma 1a qua trinh chuyén
electron két hop proton (PCET). Trong PCET, proton va electron duoc
chuyén dich doc 1ap tur cac trung tam khéac nhau cua chit cho sang chét nhan,
thay vi chuyén dich dong thdi nhu mot nguyén tir hydro trung hoa. Céac bang
chimg tng ho bao gdm: orbital SOMO tai trang thai chuyén tiép TS khong
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dinh huéng doc theo truc chuyén dich H; dién tich cta nguyén to H dang
chuyén dich luén mang gia tri duwong (~ +0.55¢); mat d6 spin trén H xap xi
bang 0; va phan tich NEC cho thdy ciu hinh electron 1s°- tat ca déu minh

chiing day la mot proton chir khong phai nguyén tir hydrogen trung hoa.

Keto-enol

Diketone

»

Keto-enol

(B)

* c) O) 00¢ou. [N N 004 on
Hinh 3.12. Chu trtc hinh hoc t6i wu, orbital bién (HOMO, LUMO) va ban d6
thé dién tinh (ESP) cua cac tautomer diketone va keto—enol thuéc CUR (A) va
BDMC (B) trong moi trudng nudce.

Tom lai, nghién ctru tinh todn nay cung cép mdt cai nhin toan dién vé co
ché thu don géc HOO-¢ cta curcuminoid, nhian manh su phu thugc mat thiét vao
moi trudng phan tng thong qua anh hudng cua can bang acid-base va hd bién.
Trong mdi truong nudc sinh 1y, hiéu qua khang oxy hoa dugc quyét dinh boi
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kha ndng chuyén electron cuc nhanh ctia cac dang anion (dién hinh la dianion)

qua co ché SET. Trong khi 0, tai méi trudng lipid, co ché tach hydrogen (Abs)

ctia dang trung hoa chiém uu thé nhung hiéu suét thdp hon dang ké. Viéc xac

dinh co ché PCET ciing lam sang to ban chét tinh vi trong phan ng khang oxy

héa cua cac hop chat phenolic nhu CUR.

Bang 3.10. Cac thong s6 nhiét hoa nodi tai (BDE, PA va IP) cua céc tautomer

diketone va keto—enol thuoc CUR va BDMC trong méi truong nudc va PEA

(don vi: kJ mol™)

CUR BDMC
Diketone Keto—enol Diketone Keto—enol

Vitri | BDE | PA | IP | BDE | PA IP ||[BDE| PA 1P BDE | PA | IP
Nudc

— 5274 518,5 543,6 5289
O22H| 357,3 | 128,0 351,5 | 1314 37491 129,1 368,3 | 133,0
0O23H | 354,8 | 129,5 351,3 | 132,2 37491 129,1 371,8 | 132,6
O20H| — | — 464,5 | 1352 — — 463,0 | 137,1
CIH| — 2926 — — — | 307,0 — | —

C2H | — [2345 — — — | 2237 — | —

C4H | 389,3 | 124,1 464,9 | 2931 388,5| 1244 495,51 293,6
C6H | — (2126 — — — | 2237 — | —

C/H | — (3022 — — — | 307,2 — | —
C24H | 421,1 | — 4214 — — — — | —
C25H| 4190 | — 4210 | — — — — | —

PEA

— 536,6 550,8 579.8 560,4
O22H | 356,1 |250,7 352,3 | 250,3 365,7| 239,9 362,6 | 2404
O23H| 353,5 | 251,9 351,7 | 2529 365,7| 239,9 360,0 | 239,7
O20H| — | — 463,3 | 2834 — — 462,2 | 283,1
CIH| — |4114 — — — | 4203 — | —

C2H | — (3674 — — — | 366,7 — | —

C4H | 384,0 | 248,1 490,1 | 4183 384,1| 2478 490,0 | 418,0
C6H | — [3542 — — — | 366,7 — | —

C7TH | — [412,6 — — — | 4203 — | —
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Hinh 3.13. Gian d6 enthalpy twong d6i hiéu chinh niang luong diém khong
(ZPE) tai 0 K (AHok) cta cac qué trinh tach hydrogen (Abs) va cong gbc
(Add) giita CUR va gbc tu do HOO-» trong méi truong nude va PEA.
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Hinh 3.14. Gian d6 enthalpy twong d6i hiéu chinh ning lugng diém khong

(ZPE) tai 0 K (AHok) cta cac qué trinh tach hydrogen (Abs) va cong gbc

(Add) gitta BDMC va gdc tu do HOO« trong méi trudng nudc va PEA.
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Bdng 3.11. Thong s6 dong hoc va nhiét dong hoc cua phan Gng gitra goc

HOO- va cac dang ton tai ctia tautomer keto—enol CUR trong moi trudng

nudc va PEA tai 298 K

Dang |Vitri| DG* | D«G° kr ko kapp Mgy G
Trong nudc Phan g tach
Trung hoa (fi = 75,10%)
O22H —25,5 | 80,1 | 4,01 x10%|2,42x10°| 4,01 x 10° | 3,01 x 10° | 0,00
O23H —23,0 | 78,8 | 5,14 x 10%|2,42x 10°| 5,14 x 10° | 3,86 x 10° | 0,00
Phan tng cong
Cl 8,9 88,6 |7,83 x 1072 2,00 x 10°| 7,83 x 1072 | 5,88 x 102 | 0,00
C2 16,5 | 90,3 3,66 x 1072)2,01 x 10° | 3,66 x 1072 | 2,52 x 102 | 0,00
C4 11,9 | 89,0 |5,12x 1072 1,97 x 10° | 5,12 x 107 | 3,85 x 102 | 0,00
C6 9,2 86,0 1,89 x 1071{ 2,01 x 10° | 1,89 x 107" | 1,42 x 107! | 0,00
C7 17,21 91,9 12,16 x 102 1,97 x 10° | 2,16 x 1072 | 1,62 x 102 | 0,00
Chuyén electron (SET)
142,6 174,3 4,46 x 10717 8,45 x 10° | 4,46 x 10717 |3,44 x 10717 | 0,00
MonoAnion (f; = 23,78%) Phan tng tach
O22H —29.5 | 744 | 1,57 x 10*| 2,42 x 10°| 1,57 x 10* | 3,72 10° | 0,00
O23H —29,7 | 72,8 | 2,06 x 10*|2,42x 10° | 2,06 x 10* | 490 x 10° | 0,01
Phan tng cong
Cl 21,5 | 88,4 |7,85x10722,01 x 10°| 7,85 107 | 1,87 x 1072 | 0,00
C2 4,1 78,3 13,85 x10°] 2,03 x 10°| 3,85x 10° | 9,14 x 107 | 0,00
C4 —4,2 | 66,9 [3,17x10*|1,92x 10°| 3,17 x 10> | 7,54 x 10" | 0,00
C6 —2,6 | 79,0 [3,23x10°| 2,04 x 10°| 3,23 x 10° | 7,68 x 10" | 0,00
C7 8,8 88,7 |7,03 x 1072 2,08 x 10° | 7,03 x 1072 | 1,67 x 102 | 0,00
Chuyén electron (SET)
66,7 66,7 | 2,91 x 102{ 8,48 x 10°| 2,91 x 10* | 6,91 x 10" | 0,00
DiAnion (f; = 1,09%) Phan ung tach
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Dang |Vitri| DG* | D«G° kr ko kapp Mgy G

O23H 11,8 | 75,5 | 1,78 x 102,39 x 107 | 1,78 x 10* | 1,95x 10> | 0,00
Phan tng cong

Cl 20,4 | 86,9 [1,48x107"2,03x 107 | 1,48 x 107" | 1,62 x 107 | 0,00

C2 —8,1 | 55,6 [4,95x10*|2,25x 10°| 4,95 x 10* | 5,42 x 10> | 0,00

C4 —12,0 | 62,8 | 1,67 x 10°| 1,90 x 10°| 1,67 x 10° | 1,83 x 10" | 0,00

C6 7,0 78,8 3,18 x 10°] 2,00 x 10° | 3,18 x 10° | 3,48 x 1072 | 0,00

C7 14,8 | 88,3 8,30 1072 1,98 x 107 | 8,30 x 1072 | 9,08 x 10* | 0,00

Chuyén electron (SET)

3,2 16,0 2,35 108,62 x 10°| 8,31 x10° | 9,10 x 107 | 97,60
TriAnion (f; = 0,03%) Phan tng cong

Cl 20,4 | 87,2 [1,23x107"2,05x 107 | 1,23 x 107" | 3,24 x 107 | 0,00

C2 —7.4 | 55,0 [6,75x10*|2,26 x 10°| 6,75 x 10* | 1,77 x 10" | 0,00

C4 2,7 61,9 | 2,41 x10°| 1,89 x 10°| 2,41 x 10° | 6,32 x 107 | 0,00

C6 —-1,3 | 54,0 (5,87 x 10*|2,24 x 10°| 587 x 10* | 1,54 x 10" | 0,00

C7 21,4 | 853 (2,51 107"2,01 x 107 | 2,51 x 107" | 6,59 x 107 | 0,00
Pentyl ethanoate (f; =100,00%) Phan Gng tach

O22H —6,32 89,55 1,91 x 10" 2,63 x 10° | 1,91 x 10" | 1,91 x 10" | 47,54

O23H —6,30 |88,88|2,11x 10'|2,66x 10°| 2,11 x 10" | 2,11 x 10" | 52,45
Phan tng cong

Cl 18,31 ]102,37|12,95 x 1074 2,17 x 10° | 2,95 x 107 | 2,95x 10 | 0,00

C2 28,01 198,46 (1,33 x 102,18 x 10°| 1,33 x 107 | 1,33 x 1073 | 0,00

C4 33,44 (98,48 (1,19 x 1073]2,14 x 10° | 1,19 x 107 | 1,19x 107 | 0,00

C6 20,40 196,43 2,88 x 107( 2,16 x 10°| 2,88 x 107 | 2,88 x 1073 | 0,00

C7 27,10 107,52|4,20 x 10| 2,16 x 10° | 4,20 x 107 | 4,20 x 10 | 0,00

Tong 4,02 x 10" | 100,00
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Bdng 3.12. Thong s6 dong hoc va nhiét dong hoc cua phan Gng gitta goc

HOO- va cac dang t6n tai ciia tautomer keto-enol BDMC trong méi trudong

nudc va PEA tai 298 K

Dang Vitri | DG! | D:G° kr kp Kapp . G
Trong nudc Phén tng tach
Trung hoa (f; = 77,56%)
0O23H —6,1 | 884 | 831x10? |2,43x10°| 831x10° | 6,44 x 10 | 0,00
0O22H —6,1 | 88,1 | 9,73 10? |2,42x 10°| 9,73 x 10* | 7,54 x 10* | 0,00
Phén g cong
Cl1 140 | 89,4 |584x1072(2,05<10°| 584 %102 |4,53x102| 0,00
C2 189 | 89,8 |4,18x10722,05x 10°| 4,18 x 1072 |3,24x 10| 0,00
C4 11,8 | 874 |9,74x1072|2,01 x 10°| 9,74x 1072 | 7,55x 102 | 0,00
Cé6 11,2 | 873 |1,13x 107" |2,05x 10°| 1,13x 107" |8,76x 10| 0,00
C7 16,5 | 97,2 2,59 %1073 (2,01 x 10°| 2,59 %103 |2,01x 102 | 0,00
Chuyén electron (SET)
127,7 1359 12,36 x 10719/8,28 x 10°| 2,36 x 107'* |1,83 x 107'°| 0,00
MonoAnion (f; = 21,92%) Phén tng tach
O23H -11,2 | 77,1 | 2,23 x10* [2,14x 10°| 2,23x 10* | 4,89x 10° | 0,02
O22H -11,2 | 77,0 | 2,30 x 10* {2,14x 10°| 2,30 x 10* | 5,39 10° | 0,02
Phén g cong
Cl 156 | 904 |3,52x10722,03x10°| 3,52x 102 |7,73x 103 | 0,00
C2 9,9 81,1 | 1,26 x10° |2,06 x 10°| 1,26 x 10° |2,27x 10°1| 0,00
C4 —43 | 682 | 1,93x10* |[1,94x 10°| 1,93x10° | 423x 10! | 0,00
Cé6 9,9 81,1 | 1,23x10° |2,06 x 10°| 1,23x10° |2,70x 10°1| 0,00
C7 174 | 91,1 |3,04x10722,06x 10°| 3,04x 1072 |6,66x 107 | 0,00
Chuyén electron (SET)
69,5 69,6 | 9,56 x 10" [8,33 x 10°| 9,56 x 10! | 2,10 10" | 0,00
DiAnion (f; = 0,51%) Phan g tach
O23H —14,4 | 81,1 | 3,41 x10* |2,04 x 10°| 3,41 x10* | 1,73x10* | 0,00
Phén tng cong
Cl 204 | 86,9 |1,48x107"|2,03x10°| 1,48 x 107" | 1,62x 107 | 0,00
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Dang Vitri | DG! | D:G° kr ko Kapp KM G
C2 8,1 | 556 | 495x10* [2,25% 10°| 4,95 10* | 5,42x 10> | 0,00
Cc4 -12,0 | 62,8 | 1,67 x10° [1,90 x 10°| 1,67 10° | 1,83 x 10" | 0,00
C6 7,0 78,8 | 3,18 x 10° [2,00 x 10°| 3,18 x 10° | 3,48 x 10| 0,00
C7 148 | 883 |830x102[1,98x10°| 830x 1072 |{9,08x 10| 0,00
Chuyén electron (SET)
16,1 | 23,2 | 1,30 x 101 (8,33 x 10°| 5,08 x 10° | 2,57 x 10" | 98,70
TriAnion (f; = 0,01%) Phéan tng cong
Cl1 21,8 | 76,6 | 8,16 10" [2,05x 10°| 8,16 x 10° |8,20x 10| 0,00
C2 1,2 57,6 | 1,32x10* [2,19x 10°| 1,32x 10* | 1,30 x 10° | 0,00
C4 -1,1 | 61,4 | 295x10° [1,92x10°] 2,95x10° {2,90x 10" | 0,00
C6 1,5 60,8 | 3,58 x10° [2,15x 10°| 3,58 x 10° |3,51x 1071 | 0,00
C7 16,1 | 80,7 | 1,71 x10° {2,09 x 10°| 1,71 x 10° | 1,68 10*| 0,00
Chuyén electron (SET)
1,8 | 253 | 1,71x10° [8,40 x 10°| 3,33 x 10° | 3,27x10° | 1,26
Tong 2,61 x 107 | 100,00
Pentyl ethanoate (f; =100,00%) Phan rng tach
O22H —3,7 | 857 | 4,61x10% |2,68x10°| 4,61 x10* | 4,61 x 10 | 56,52
O23H -0,8 | 86,4 | 3,55x10% |2,68x10°| 3,55x 10* | 3,55 10° | 43,48
Phén g cong
Cl1 143 | 98,1 |1,66x 107 (2,23 x10°| 1,66 107 | 1,66 x 107 | 0,00
C2 273 | 953 |454x 107 (221 x10°| 4,54x 107 |4,54x 107 | 0,00
C4 248 | 929 |1,13x102|2,20x 10°| 1,13x 1072 | 1,13x 10| 0,00
C6 214 ] 93,6 19,07x107(2,22x10°| 9,07x 107 {9,07x 107 | 0,00
C7 20,1 | 1024 |325x 1074 (2,21 x 10°]| 3,25x 107 |{3,25%x 10| 0,00
Tong 8,16 x 10> | 100,00
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Hinh 3.15. Dién bién mat do spin, dién tich NPA cua trung tam cho (DH),
hydrogen chuyén dich (H), trung tdm nhan (AH) doc theo toa ¢ phan tng noi
tai (IRC) va hinh anh orbital SOMO tai trang thai chuyén tiép (TS) cta cac
phan tmg PCET uu thé trong pha nudc.
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Bdng 3.13. Hang s6 toc d6 biéu kién (kapp), hing s6 téc d6 hiéu chinh phan sd

mol (kmr) va ty 18 phan nhanh (T') tong thé cia CUR va BDMC trong mdi

truong nudc va PEA tai 298 K

Nudc PEA
Tautomers kapp Mf kME G kapp Mf kME G
CUR 1,62x10%| 0,59 19,53x10° 1,02 |536x10"'| 0,01 |7,14x 1073 0,02
Diketone
Keto—enol |9,32x10"| 99,41 (9,26 x 107 98,98 | 4,02 10'| 99,99 |4,02 x 10'| 99,98
Overall 9,36 x 107 100,00 4,02 x 10'| 100,00
BDMC 1,96 10| 0,14 (2,81 x10° 0,01 1L12x10°| 0,20 |2,26x10°| 0,28
Diketone
Keto—enol |2,61 x10"| 99,86 (2,60 107 99,99 | 8,15x 10*| 99,80 | 8,14 x 10*| 99,72
Overall 2,60 x 107 100,00 8,16 x 10%| 100,00

Bdng 3.14. Phan tich ciu hinh electron ty nhién (NEC) ctia nguyén tir

hydrogen (H), trung tdam cho (DH) va trung tam nhan (AH) tai trang thai

chuyén tiép cta cac phan ung tach hydrogen uu thé trong nudc

CUR-O22H H 1S°
0-DH [Core]2S!652p3>0
0-AH [Core]2S!822p*58

CUR-O23H H 1S°
0-DH [Core]2S%832p247
0-AH [Core]2S%912p*12

BDMC-O22H H 1S°
0-DH [Core]2S0832p?42
0-AH [Core]2S%902p?24

BDMC-O23H H 1S°
0-DH [Core]2S0832p?42
0-AH [Core]2S%902p?20

101




3.5. Dw doan co ché trc ché tiém ning ddi véi phire hé protein TLR4/MD-
2 ciia curcuminoid két hop mé phéng va thue nghiém
3.5.1. M6 phéng lip ghép phén ti

Do cac thtr nghi€m in vitro trong nghién ctru nay dugc thuc hién trén dai
thuc bao RAW264.7, cac nghién clru moé phong duogc tién hanh voi phtuc hé
protein TLR4/MD-2 dé tim hiéu co ché hoat dong cta curcuminoid. Autodock4
1a mot cong cu lap ghép phan tir pho bién di dugc trich din khoang 10.000 1an
ké tir nam 2009 téi nay. Pay 1a mot phadn mém ma ngudn mé cho phép du doan
ai luc lién két va ciu hinh twong tac cta cac phdi tir ddi véi mot dich protein cu
thé. Trong nghién ctru nay, AutoDock4 dugc str dung dé dy doan cau hinh lién
két ctia cac curcuminoid véi protein nghién ctru va nang luong lién két tu do
(4i luc lién két) twong tng cta chung. Két qua mo phong duoc trinh bay tai
Bang 3.15.

Bang 3.15. Nang lugng lién két tu do va cac amino acid cta phtrc hop

TLR4/MD-2 tham gia lién két v6i curcuminoid

Nang lwgng | Cac amino acid tham | Cac amino acid tham gia
H()Ap lién két tw do| gia vao lién két hydro vao lién két ky nuéc
chat (kcal/mol) (trudc MD) (sau tinh chinh MD)
CUR -9,29 Lys263 Aspl01, Lys263, Phe406
DMC -7,53 Arg337, Arg380, Ala382 —
BDMC -9,73 Gly315 Arg337, Asn359

Theo tiéu chi xép hang ctua Autodock4, gia tri niang lugng lién két tu do
cang thip (cang am) thi i luc lién két cta phdi tr v6i thy thé muyc tiéu cang
16n. Phan tich két qua docking cho thdy CUR va BDMC thé hién 4i luc lién két
cao voi protein nghién ctru v6i nang luong lién két tu do 1an luwot 13 -9,29 va -
9,73 kcal/mol. C4u hinh lién két ctia cac phdi tir ndy trong ving hoat dong duoc

minh hoa trong Hinh 3.16.

102



(A)

(B)

©)

Internctions

[ van der Waals Bl Pi-sigma

Bl vofsvorable Bump Bl Pipir-shaped

B sait Bridge 2 ann

(] carbon Hydrogen Bond 3 piany

B Pi-Anion = ;

Pi-Sulfur Conventional Hydrogen Bond

Hinh 3.16. CAu hinh lién két giira CUR va BDMC véi phuc hé protein
TLR4/MD-2 du doan boi AutoDock4. (A) Hinh anh lién két cta cac hop chit
nghién ctru véi bé mit protein TLR4, lién k& v4i bé mit tiép xuc ctia chung
v6i protein MD-2: CUR-mau d6, BDMC-mau vang; (B) Cau hinh lién két caa
CUR; (C) Céu hinh lién két cuia BDMC.
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Két qua thu duoc chi ra ring curcumin I twong tac vdi TLR4/MD-2
théng qua mot lién két hydro vai Lys263, cac lién két ky nudc khic duoc
hinh thanh v&i cac amino acid Met358, Lys360, Arg380, Asn381, Phe406.
Mat khac, BDMC dugc quan sat théy tao thanh mot lién két hydro véi
Gly315 va lién két nay duoc cing cd thém boi cac twong tac yéu giira phdi
tor véi Aspl01 va Lys360.

3.5.2. Mo phong dong lwc hoc phdn tir

Mic du docking phan tir 1a mot cong cu hiéu qua trong sang loc 4o,
phuong phap nay thudng bi gidi han boi viéc sir dung cdu trac thu thé tinh
(rigid receptor) va mé hinh dung méi an (implicit solvent). Pé khic phuc céc
rao can su thiéu hut tinh linh hoat cdu hinh (conformational flexibility) va
dic tinh dong hoc cua protein - md phong dong luc hoc phan tir di duoc trién
khai nham tinh chinh va danh gia d6 on dinh cua cac phuc hop docking. M&i
hé thdng enzyme-chit e ché duoc thuc hién mo phong trong thoi gian 50
ns, st dung dir li¢u dau vao 1a cAu hinh lién két thu duoc tur docking, nham
muc dich hdi phuc ciu triic (structural relaxation) trong méi trudng dung moi
nudc. Nhu thé hién tai Hinh 3.17, phan tich quy dao (trajectory analysis) xac
nhan tt ca cic hé théng déu dat trang thai can bang nhiét dong trong vong
10 ns dau tién. Do 6n dinh cua cac phtrc h¢ dugc minh ching qua gia tri sai
1éch binh phuong trung binh gbc (RMSD) thap, duy tri 6n dinh quanh ngudng

0,2 nm trong sudt thoi gian khao sat.
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Hinh 3.17. Bién thién RMSD theo thoi gian tinh cho toan bd nguyén tir cia
TLR4/MD-2 véi CUR (A) va BDMC (B) qua 3 1an mé phong MD doc 1ap
trong thot gian 50ns.

Su 6n dinh gia trt RMSD quan sat dugc cho théy tuong tac lién két caa
phéi tir khong gay ra nhidu loan déng ké vé ciu hinh, tir d6 bao toan tinh toan
ven cdu truc cua phirc hé TLR4/MD-2 trong sudt qua trinh mo phong. Céc cau
hinh lién két dai dién cia CUR va BDMC trong vung hoat dong cua TLR4/MD-
2 dugc trinh bay tai Hinh 3.18.
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Hinh 3.18. Céu hinh lién két dugc tinh chinh bang MD giita CUR (A) va
BDMC (B) véi phtic hop TLR4/MD-2 thu dugc bang phuong phap phan cum
tir cac anh chup & trang thai can bang ctia phuc hé voi ngudng cat 0.2 nm.

Phén tich twong tac cho thdy CUR thiét 1ap ba lién két hydro véi cac
amino acid Asp101, Lys263 va Phe406. Bén canh do, cac tuong tac ky nudc
dugc hinh thanh voi Gly315, Arg337, Arg380 va Ala382 dong vai tro quan
trong trong viéc 6n dinh phdi tir trong ving hoat dong cua protein. Pi véi
BDMC, phan tich c4u hinh lién két chi ra cac lién két hydro dugc hinh thanh
yéu voi Arg337 va Asn359, trong khi cac tuong tac ky nude duge tao véi cac
amino acid Asn381, Ala382 va Met358.

3.5.3. Pdnh gid theo quy tic Lipinski va ADMET

Dic tinh gidng thudc (drug-likeness) ctia hai ing vién duoc dénh gia dya
trén Quy tic nam tiéu chi ctia Lipinski (Ro3), ddy 1a bo quy tic phd bién dé du
doan sinh kha dung duong uéng cua hop chit. Tiép theo, ho so dugc dong hoc

va tiém nang doc tinh cua hai curcuminoid dugc phan tich in silico thong qua
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cac webserver Molinspiration va ProTox 3.0, két qua chi tiét duoc tong hop tai
Béang 3.16.

Ca CUR va BDMC déu s¢ hitu cac dic tinh hoa 1y t6i wu cho hap thu
duong udng, tuan thu hoan toan quy tic Lipinski ma khong c6 bat ky vi pham
nao. Su nhét quan gifta cac mo hinh dugc dong hoc, két qua mo6 phong MD va
diém sd 4i luc tir AutoDock4 khang dinh cac din xuat tu nhién nay 1a nhiing
chat e ché TLR4/MD-2 tiém nang voi dac tinh duge hoc kha thi. Hon nira,
viéc dugc phan loai vao nhom doc tinh 4 va 5, di kem véi céac gia tri LDso du
doan thuan loi, cho théiy cac hop chét nay co cua sb an toan rong, hd tro trién
khai cac nghién ctru phat trién thudc giai doan tiép theo.

Bdng 3.16. Chi s6 ADMET va du doan doc tinh ciia cac chat tiém niang

Du
Hop |KLPT MR |TPSA| LDsy |doan| HIA
] HBD | HBA | LogP
chat |(MW) (cm¥mol)| (A% |(mg/kg)| doéc | (%)
tinh®

CUR | 368 2 6 |3,72 | 102,80 |93,06| 2000 4 193,30
BDMC| 308 2 4 1324 | 89,82 |74,60| 2560 5 194,20
4 486 1 5 | 651 16556 |85,00| 2300 5 192,80

“Dién tich bé mat phan cuc toan phan phén tir; °Phan loai du doan doc tinh: 1
— 6 (Poc tinh cao dén khong doc).
3.5.4. Hoat tinh khang viém in vitro

Céc curcuminoid duoc sang loc hoat tinh khang viém bang cach sir dung
mo hinh dai thuc bao RAW 264.7 cam tng LPS dé theo ddi su trc ché san xuat
NO. Céc két qua in vitro twong ing dugc ghi nhan trong bang 3.17.

Dit liéu gia tri ICso ctia cac hop chit trong Bang 3.17 cho thay CUR va
BDMC thé hién hoat tinh khang viém manh so véi thudc dbi ching duong
cardamonin (ICsp = 0,61 uM) vé1 cac gia tri 1Cso lan luot 14 121,06 + 2,16 va
91,22 + 1,58 uM. Nhitng két qua nay cho thdy méi twong quan cao véi dir liu

thu dugc tir cac nghién cuu in silico.
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Bang 3.17. Khé nang trc ché san xuat NO cua cac curcuminoid

STT Tén hop chit ICso (uM)
1 CUR 121,06 + 2,16
2 DMC > 200
3 BDMC 91,22 + 1,58
Cardamonin 0,61 +£0,24

Tom lai, nghién ctru da hoan thién danh gia vé hoat tinh sinh hoc cta cac
curcuminoid thong qua cac nghién ctru in vitro va mo phdng in silico:

Ca CUR, DMC va BDMC déu thé hién hiéu nang trc ché ro rét dbi véi
su san sinh NO trong dai thuc bao va sy tang sinh cia cac dong té bao ung thu.
Trong d6, BDMC ndi bat nhu mdt ing vién tiém nang cao véi kha ning khang
viém manh thong qua co ché e ché iNOS va tac dong chon lgc trén cac dong
té bao ung thu khang thudc.

Céc nghién ctru in silico (m6 phong docking phan tir va mo phéng dong
luc hoc phan tir) d3 xac nhan va giai thich wu thé cu tric cia BDMC. Viéc
thiéu hut cac nhdm methoxy linh hoat gitip BDMC t6i wu hoa céc tuong tc
khong gian va mang ludi lién két hydro, tir d6 hinh thanh cac phirc hé c6 do 6n
dinh nhiét dong cao hon véi cac dich protein then chdt nhu iINOS va phtrc hé
TLR4/MD-2.

Phan tich ADMET chi ra ré‘lng cac curcuminoid, dién hinh 1a BDMC, s6
hitu hd so duge dong hoc thuan lgi va dg an toan cao (thuoc nhém ddc tinh 4
va 5), cting ¢ co s& cho viéc phat trién thanh cac tac nhén tri liéu tiém nang.

Can trién khai cac thir nghiém in vivo trén mo hinh dong vat viém hodc
ung thu dé xéc thyuc hiéu qua diéu tri va d6 an toan hé théng cua BDMC. Déng
thot, st dung cac k¥ thuat sinh hoc phan tir (Western blot, qPCR, ELISA) dé
lam sang t6 thém co ché diéu hoa cac con dudng tin hidu NF-kB, STAT3 va
INOS da dugc dy doan. Cac dir li¢u docking va MD thu duogc sé 1a tién dé quan
trong cho chién lugc thiét ké cac dan xuit BDMC thé hé méi nham tdi vu hoa
ai luc lién két, d6 tan va sinh kha dung.

108




Céc phuong phap mo phdng tinh toan in silico (DFT, docking phan tir va
MD) di lam sang t6 co ché tac dung cua cac hop chit ¢ cAp do phan tu, giai
thich su df‘mg thun cao véi cac két qua thuc nghiém in vitro. Cu thé, phan tich
phiém ham mat d6 (DFT) da ching minh ban chit cta hoat tinh chdng oxy héa
phu thudc vao kha ning cho hydro (HAT) hodc chuyén electron (SET) tai cac
nhoém hydroxyl phenol, dong thoi giai thich vi sao CUR hoat dong chong oxy
hoéa manh hon BDMC. Trong khi d6, m6 hinh docking va mo6 phéng dong luc
hoc phan tr (MD) di phéc hoa chi tiét i luc lién két bén vitng cta curcumin
va cac dan xuat lai hoa 1én cac dich protein lién quan dén phan Gng viém (nhu
TLR4/MD-2, COX-2) hoidc su ting sinh t& bao ung thu. Tir cac két qua in silico
nay, luan an dua ra dinh hudng trng dung rd rang: st dung mo phong tinh toan
nhu mot cong cu sang loc hi¢u qua (virtual Screening) dé du doan trudc sinh
kha dung (ADMET) va 4i luc lién két ctia cac dan xuat. Diéu nay s& dinh hudng
truc tiép cho cac nghién ciru hoa tong hop tiép theo, tap trung vao viéc thiét ké
cac cau truc thude mai c6 do hoa tan tt hon va tinh chon loc dich cao hon, rat
ngan thoi gian phét trién cac ché pham bao vé sirc khoe tir cay nghé vang.

Phuong phap mé phong tinh toan in silico dd gop phan du doan co ché
tac dung & mirc d§ phan tu, tuong d@)ng cao v4i két qua in vitro. Cu thé, tinh
toan luong tir (DFT) dé lam 16 co ché chong oxy hoa phy thudc dung moi: moi
truong nude wu tién co ché chuyén dién tir don (SET) tir cac anion, trong khi
moi truong lipid vu tién co ché chuyén dién tir két hop proton (PCET). Péi véi
hoat tinh khang viém, m6 phdong docking va dong luc hoc phan tor (MD) da
minh chimg BDMC va cac dan xuat thiéu nhém methoxy c6 ai luc lién két tinh
dién va ky nudc 6n dinh, bén viing hon véi phitc hé protein dich TLR4/MD-2
so voi CUR. Céc dit lidu giai ma co ché in silico nay, két hop voi cac thong sb
du doan dugc dong hoc (ADMET), chinh 1a co s& khoa hoc dé dinh hudng truc
tiép cho viéc ing dung va phat trién cac dong san pham (dugc my pham, ché
pham sinh hoc, thuc pham chtrc ning) tir cic dang curcuminoid ddc hiéu trong

giai doan tiép theo.
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KET LUAN

Tir cac két qua: Nghién ctru phan 1ap, tinh ché curcumin va ban tong hop
cac dan xuét cua no6 theo dinh hudng hoat tinh sinh hoc in vitro va in silico tu
cdy nghé vang Curcuma longa L. Viét Nam, luan an da rat ra nhitng két luan
cu thé nhu sau:

1. B chiét xuit va phan 1ap thanh céng 3 dang phan tir riéng biét cta hé
curcuminoid gdm CUR, DMC BDMC tir ré cdy nghé vang Curcuma longa L.

2. Lan dau tién dinh danh duoc lodi tuyén tring mdi Scutellonema
curcumae sp. n. ky sinh trén r& nghé vang tai Viét Nam. Quan thé tuyén tring
lay nhiém & ré lam suy gidm chét luong dugc li¢u, khi mat do tuyén trung tang,
ham legng BDMC giam manh nhét (1én t6i 3,81% cho mdi don vi tuyén tring
tang 18n), kéo theo su suy giam 12,33% hoat tinh chéng oxy hoa. O diéu kién
tuyén tring duoc kiém soat (mat do thap 0,8 ca thé/100g dit), ham luong
BDMC ting 2.5 1an, SCso giam xudng 13,85 pg/ml va ICso trén dong HepG2
dat mue 29,35 pg/ml.

3. Pa ban tong hop thanh cong va danh gia hoat tinh sinh hoc cta céc
dan xuat méi bién doi tai nhom hydroxyl phenol, bao gém dan xuét O,O-di-
propargyl curcumin va cac dan xuét lai hoa ghép gdc zerumbone (curcumin-
monozerumbone va curcumin-biszerumbone).

4. Panh gia hoat tinh in vitro cho thdy mdi twong quan rd rét giira ciu
tric va hoat tinh: trong h¢ curcuminoid géc, BDMC (khong chtta nhom
methoxy) thé hién hoat tinh khang viém vuot troi hon CUR (ICso = 91,22 so
v6i 121,06 pg/mL). Pic biét, din xuat lai hda curcumin-monozerumbone (4)
cho hoat tinh cdi thién toan dién so v&i curcumin: khang viém tang 3,8 lan (ICso
= 32,15 pg/mL), gy doc té bao ung thu gan Hep-G2 ting 2,5 1an (ICso = 25,35
ng/mL), va mo rong phd khang vi sinh vat 1én 6/8 ching thir nghiém (CUR chi
dat 2/8). Két qua khéng dinh chién lugc lai hoa curcumin—zerumbone thé mot
1an (mono) gitip ting ddng thoi tinh than dau (ClogP tir 3,72 1én 6,51) va hoat

tinh sinh hoc
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5. P tng dung hiéu qua cac phuong phap hoa hoc tinh toan in silico dé
lam sang to co s& phan tir cho cac hoat tinh sinh hoc. V& hoat tinh chéng oxy
hoa, tinh toan DFT chi ra co ché chuyén dién tir (SET/PCET) déng vai tro chi
dao trong moi trudng nude. VE hoat tinh khang viém, két qua mé phong
docking phén tir va mé phong dong luc hoc phén tir chimg minh sy vang mit
ctia nhdm methoxy & BDMC gitp t6i wu héa tuong tac khong gian, tao ra mang
luéi lién két tinh dién va ky nudc bén viing véi phirc hé thu thé TLR4/MD-2.
Ning luong lién két cia BDMC dat -9,73 kcal/mol, ¢6 xu hudng bén viig hon
so v&i curcumin (-9,29 kcal/mol). Nhitng phat hién nay tao thanh luan ctr khoa
hoc, giai thich cho hiéu qua uc ché con duong tin hi€u viém hi¢u qua cua

BDMC trén thyc nghiém.
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KIEN NGHI

1. M rong phuong an ban tong hop, tiép tuc thiét ké va tong hop cac
din xuét curcuminoid theo cac hudng can thi¢p cAu tric mai tai vi tri C4 cua
hé B-diketone (ngung tu Knoevenagel) hodc tao phuc kim loai chuyén tiép
(Zn**, Cu*") dé t6i wu hoa d6 hoa tan va dugce tinh.

2. Déy manh cong cu in silico, léy dir liéu mo6 phong dong luc hoc phan
tor (MD) va dugc dong hoc (ADMET/Lipinski) lam kim chi nam dé dinh hudng
trude cdu tric cho qua trinh ban téng hop.

3. Ung dung tao ché pham, két qua thir nghiém cua dang BDMC tinh
khiét va cac dan xuét lai hoa la co sé khoa hoc viing chic. Kién nghi tiép tuc
nghién ctru va ing dung cac dong san pham nhu sau:

- Dong san pham thie pham chire nang chuyén biét cho khd ndang chong
oxy héa manh (giau BDMC) trong méi truong lipid. Thuc tién nghién ctu
trong luan an, két hop véi cac tinh toan 1y thuyét mat do phiém ham (DFET)
cho thiy trong dung moéi pentyl ethanoate (md phong moéi truong mang té
bao lipid), hé‘mg sb toc do don géc tu do HOO cua BDMC dat 8,16 x 10> M-
sl cao gap hon 20 1an so vdi CUR (4,02 x 10' M' s'). Kién nghi nghién
ctru bao ché dong san pham duoc bao ché dudi dang vién nang mém hoic
dung dich dau nhii tuvong v6i phan doan giau BDMC dé bao vé 16p lipid kép
ctia mang té bao khoi qua trinh peroxy héa lipid - nguyén nhan gbc ré cua su
ldo héa té bao va cic bénh 1y tim mach.

- Dong san pham thuc phdm chirc ning hd tro diéu tri viém (giau
BDMOC), két qua sang loc in vitro trong luan an cho thAy BDMC thé hién kha

nang tc ché san sinh NO - m{t chat trung gian gay viém di€n hinh - manh
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hon dang ké so v6i curcumin. Gia tri ICso cia BDMC dat 91,22 + 1,58 uM,
thép hon va hiéu qua hon so vé1 CUR (121,06 = 2,16 uM). Kién nghi trién
khai thtr nghiém in vivo trén mo6 hinh viém man tinh dé xac nhan tiém nang
phat trién ché phém hd tro diéu tri cac bénh viém man tinh.

- Ung dung trong dwoc my phdm, v6i wu thé chdng oxy hoa va khang
viém manh trong méi truong lipid cia BDMC. Kién nghi nghién ctru céng nghé
nano-BDMC ting cudng thim thiu qua da va thir nghiém trén mé hinh da ex
vivo.

- Phat trién dan xuat ban téng hop hé tro diéu tri ung thu, cac dan xuit
curcumin-zerumbone va di-propargyl curcumin thé hién hoat tinh gay doc té
bao trén cac dong ung thu gan (Hep-G2) va phdi (A549) [NCS dién gia trj ICso
cu thé]. Két qua ADMET du doan cic dan xuat dat tiéu chuan giéng thude
(drug-likeness). Kién nghi t6i wu hoa cdu triic dé nang cao tinh chon loc, dong
thoi trién khai thir nghiém tién 1am sang trén mé hinh in vivo.

- Phat trién ché pham sinh hoc kiém sodt tuyén trimg, mot trong nhing
phat hién doc ddo nhat cia luan an 12 mdi twong quan sinh thai giira tuyén tring
Scutellonema curcumae sp. n. va qua trinh sinh téng hop curcuminoid trong
cay nghé. Sé liéu thue nghiém cho thidy mot mdi twong quan nghich bién rd rét:
khi mat do tuyén tring dugc kiém soat giam tir 19,6 xudng 0,8 ca thé/100g dat,
ham lugng BDMC trong cu nghé da ting vot lén té1 250% (tir 0,16% lén
0,56%). Pong thoi, cac diéu kién thd nhudng hoi chua (pH 5,6 - 5.,9) ciing
dugc ghi nhan 1a thudn lgi cho su tich lily hoat chét. Kién nghi phat trién ché
pham sinh hoc kiém soat tuyén tring két hop diéu chinh pH dét dé t6i uu hoa

ham lugng BDMC ty nhién trong vung nguyén li¢u.
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