BO GIAO DUC VA PAO TAO BO Y TE

PAI HQC Y DUQC THANH PHO HO CHI MINH

HUA HOANG OANH

PHAN LAP MQT SO HOP CHAT TAXOID TU LA
THONG PO LA DAI (TAXUS WALLICHIANA
ZUCC.) TRONG O LAM PONG,

PINH HUONG THIET LAP CHAT POI CHIEU

Nganh: Kiém nghiém thudc

Mi sb: 62720410

TOM TAT LUAN AN TIEN Si DUQC HQC

TP. Hd Chi Minh, ndm 2020




Cong trinh dugc hoan thanh tai:
Dai hoc Y Dugc Thanh phd Ho Chi Minh

Nguoi huéng dan khoa hoc: PGS. TS. Nguyén Phuong Dung

Phan bi€n 1: ...
Phan bi€n 2 ...
Phan bién 3: ...

Luén an s€ duoc bao vé trude Hoi déng cl}ém‘ luan an cép
truong hop tai Pai hoc Y Dugc Thanh pho H6 Chi Minh

vao hoi gi0 ngay thang  nam

C6 thé tim hiéu Luan én tai thu vién:
- Thu vién Quéc gia Viét Nam
- Thu vién Khoa hoc Téng hop TP. HCM
- Thu vién Pai hoc Y Dugc TP. HCM



1

GIOI THIEU LUAN AN
1. Pit van dé

Theo cac nha khoa hoc, cac loai Thong d6 (Taxus sp.) cO
chira taxoid 1a nhém hop chit chinh yéu gdm ca paclitaxel, 10-
deacetyl baccatin 111 (10-DAB, tién chét tong hop paclitaxel) dé san
xuit Taxol® va cac dan xuit taxoid khéc (docetaxel) 1am thudc chita
trj ung thu nhu: Ung thu budng trimg, ung thu va, ung thu phdi, v.v...
Do c6 gia tri kinh té cao nén Thong do bi lam dung khai thac, dic
biét 1 & ving Himalaya va Trung Qudc, ngudn duoc liéu thién nhién
nay tré nén khan hiém va bi de doa tuyét ching.

O Viét Nam, Trung tim trong va ché bién cay thudc Da Lat
trong Thong do6 14 dai (Taxus wallichiana Zucc.) nhim cung cép
nguyén lidu phuc vu cho chiét tach taxol va cac hop chét taxoid trong
san xuét thude diéu tri ung thu. Vi thé, dé tai: “Phan lap mot ) hop
chat taxoid tir 14 Thong do 14 dai (Taxus wallichiana Zucc.) trdng &
Lam Ddng, dinh hudng thiét 1ap chat dbi chiéu” dwoc thuc hién vai
cac muc tiéu sau:

1. Chiét xuét, phan 1ap va xac dinh céu triic mot s6 hop chét taxoid tir
la Thong d6 14 dai trong & Lam Pong.

2. Thiét 1ap mot s6 chat ddi chiéu duoc phan 1ap tir 14 Thong do.

3. Xay dyng va tham dinh quy trinh dinh luong dong thoi taxol va
mot s6 taxoid phan 1ap duoc tir 4 Thong do.

2. Tinh cip thiét cia dé tai

Theo yéu ciau GMP cia WHO trong san xuat, viéc danh gia chat
luong cac cdy thudc va cac ché pham phai dua vao ham luong hoat
chat (hodc chat danh déu sinh hoc). Ngoai ra, cac linh vuc khac nhu
trong trot, nghién ciru ciy théng do ciing can theo ddi, danh gia chat

luong cac mau nghién ciru. Dé danh gia dwoc chat lwong thong do
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trong & LAm Pong va cac ché pham can phai ¢6 chit chudn bao gém
céc taxoid chii yéu: Taxol, 10-deacetyl baccatin 111 (10-DAB), v.v. va
mot sb tap chét chuén dic trung cho thong dé ¢ Viét Nam. Hién nay,
céc nha khoa hoc Viét Nam da thanh cong trong viéc chiét xuat, phan
1ap dugc mot ) hop chét taxoid. Vi vay, viéc chiét xuit, phéan lap,
didu ché cic hop chit taxoid chuin dé kiém dinh va nghién ciru
thong d6 ¢ Viét Nam la hét stc cép thiét, co y nghia khoa hoc, thuc
té va kinh té. Cac hop chét taxoid chuin dic trung cho thong do &
Viét Nam con c6 thé tng dung dé kiém dinh chit luong cua cac loai
thong do khac trén thi trudng trong va ngoai nude. Trong khi cac
chat chuén dung cho kiém nghiém taxol dugc dung theo Duogc dién
M5 c6 gia thanh rat cao.

3. Nhirng déng gép méi ciia ludn an

V& mit hoa hoc: Lan dau tién cong b viéc phan 1ap duoc 2 hop chat

taxoid trong 14 Taxus wallichiana Zucc. gdm cé:
- Taxuspin D
- Taxchinin B

Vé mit thiét 1ap chat dbi chiéu: Lan dau tién céng bd nghién ciru

thiét 1ap 4 chat dbi chiéu: Taxinin B; 10-.deacetyl taxinin B; taxuspin
D, taxuspin F.

Vé mit kiém nghiém thube: Lan dau tién cong bd cac phuong phap
RP-HPLC-PDA xac dinh dong thoi paclitaxel va 4 hop chét taxoid:
Taxinin B; 10-.deacetyl taxinin B; taxuspin D, taxuspin F.

4. B6 cuc cha luan an

Luan 4n gém: 131 trang, dit van dé 2 trang, tong quan 29 trang, doi
tuong va phuong phap nghién ctru 13 trang, két qua 60 trang, ban
luan 20 trang, két luan 2 trang va kién nghi 1 trang. Luén &n c6 37
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bang, 72 hinh, 4 so @6, 120 tai liéu tham khao (14 tiéng Viét, 106
tiéng Anh), va 4 phu lyc.

NOQI DUNG LUAN AN

Chuwong 1: TONG QUAN

Trinh bay nhimng van dé sau:

1.1. Giéi thiéu tong quan vé cay Thong do 14 dai (T. wallichiana).
1.2. Thanh phan héa hoc trong Thong do.

1.3. Tac dung duoc ly cia Théng do.

1.4. C4c nghién ctu chiét xuat, phan lap hop chét taxoid tir Théng do.
Chuwong 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Péi twong nghién ciru

Cac hop chét taxoid.

2.2. Nguyén vat liéu

e L& cay Thong do thu hai & Lam Ddng do Trung tdm trdng va
ché bién cay thudc Da Lat-Vimedimex cung cap.

2.3. Phwong phap nghién ciru

2.3.1. Nguyén liéu - Dung moi, héa chit - Trang thiét bi

- Dung méi, hoa chat sir dung loai k¥ thuat dung cho chiét xuét, loai
phan tich va sic ky (Merck va JT Baker) dung cho cac ky thuét
SKLM, UV-Vis, IR, NMR, HPLC, ....

- Thiét bi chiét xuit va phan tich tai Khoa Dugc-Dai hoc Y Duoc
TP.HCM, Vién Han lam Khoa hoc va Coéng nghé Viét Nam, Vién
Kiém nghiém thuéc TP.HCM.

2.3.2. Phwong phép nghién ciru

2.3.2.1. Chiét tach hop chat taxoid tir ld Théng do ld dai

Khao sdt so bg cdc thanh phin héa hoc trong ld Thong do ld dai
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Phan tich so bd theo quy trinh phan tich cua I. Ciuley dugc cai tién
béi B6 moén Duoc liéu, Khoa Duogc, Pai hoc Y Dugc TP. HCM.
Chiét xudt taxoid (diterpen) 7

Phuong phap dung dung moi hitu co thay doi d¢ phan cuc

Chiét cao toan phin bang phuong phap ngadm lanh véi methanol.
Loai tap va dau béo dya vao d6 phan cuc:

- Chiét 16ng - 16ng dich chiét MeOH/nuéc véi dicloromethan.

- Sic ky cot diaion HP-20, rira giai 1an luot v6i cac dung moi: Nudc,
MeOH 20%, MeOH 40%, MeOH 60%, MeOH 80%, MeOH 100%.
Phén lgp taxoid

Str dung cac phuong phap:

- Séc ky cot ¢b dién (vai silica gel 0,040-0,063 mm) dé tach cac phan
doan nho tap trung hop chét taxoid, cac hop chét taxoid két tinh tho.

- Séc ky cot ap sudt trung binh (MPLC) tach cac hop chét taxoid
trong phan doan nho thu dwoc sau khi trién khai sic ky cot ¢ dién.
Tinh ché

Str dung phuong phap két tinh lai trong dung mdi thich hop va
phuong phap sac ky 1ong diéu ché.

Xdc dinh ciu triic héa hoc

Xac dinh cdu tric bang cac phuong phap phd nghiém: UV-Vis, IR,
MS, NMR (*H-NMR, *C-NMR, DEPT, HSQC, HMBC), dbi chiéu
VGi céc dir liéu pho cua taxoid dd cong bd.

2.3.2.2. Thiét ldp chat doi chiéu

Chiét xudt, phén Idp, tinh ché

Chat ddi chiéu taxoid phan lap tir 14 Thong do 14 dai bang cac ky
thuat sic ky cot co dién, sic ky cot trung &p, két tinh lai, sic ky long
diéu ché dé dat do tinh khiét cao nhat.



Dinh tinh

Déi chiéu cac phd UV-Vis; IR; MS; NMR cua c4c chat nghién ciru
v6i C4c di liéu phd tir tai liéu tham khao.

Ddnh gid nguyén ligu thiét Igp chét déi chiéu

DPiém chay: Phuong phap 1 theo DDVN V.

Panh gia dé tinh khiét: Phuong phap SKLM, HPLC-PDA. Thim
dinh phuong phap: Theo huéng dan ctia ICH.

Ddnh gid dong nhat |6 trong qud trinh dong géi chat doi chiéu

Ldy mau: Str dung cach ldy mau ngau nhién theo phan mém Excel,
s6 lo duoc ldy dé kiém trala g = N +1 lo, N 12 s6 lo déng duorc.

Xdc dinh @6 tinh khiét: Ap dung phuong phap HPLC-PDA da xay
dung va tham dinh theo ICH.

Pdnh gid dé dong nhdt giira cac lo: Panh gia bang k¥ thuét thong ké
ANOVA mot yéu té. Céc lo 12 ddng nhit khi Fi, < Fi (P = 0,05).
Ddnh gid chét doi chiéu thong qua lién phong thi nghigm

Tién hanh xac dinh do tinh khiét tai ba phong thi nghiém doc lap dat
tiéu chuan GLP hodc ISO/IEC17025. Péanh gia két qua bang ky
thuat thong ké ANOVA mot yéu td, so sanh 2 gia tri Fi va F.

Xdc dinh gid tri én dinh va dp khéng dim béo do

Xéc dinh gia tri an dinh va do khong dam bao do theo ISO 13528.
Dinh luwgng

Do khong c6 chat chuan nén ham luong % tinh trén nguyén trang
(theo huéng dan cia WHO).

2.3.2.3. Xdy dung va tham dinh quy trinh dinh lwong dong thoi Cac
taxoid bang phwong phdip HPLC

Khdo sdt chon chirong trinh dung moi: Thay doi ty 18 pha dong, chon

.....
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Khao sat chon quy trinh phan tich: Thir nghiém chuong trinh
gradient va dang dong.

Khdo sat budc séng phat hién: Gan véi cuc dai hap thu cia cac cht.
Khdo sat téc do dong: Trién khai trén mau thir véi toe do dong ting
dan tir 0,8 ml/phat; 1 ml/phat; 1,2 ml/phut dé lya chon duge tdc dd
dong phu hop.

Tham dinh quy trinh

- Tinh phi hop ciia hé thng
Yéu cau: Hé sb dbi ximg cua pic 0,8 < As < 1,5; %RSD dién tich pic
<2,0; s6 dia ly thuyét > 2000.

- Tinh dic hiéu: Sic ky do pha dong va dung méi pha mau khéng
Xudt hién tin hiéu trang véi thoi gian luu cta chét cAn phan tich trong
mau thir va mau ddi chiéu. D6 tinh khiét cua pic chét can phén tich
trong sic ky dd mau thir: > 0,99. Do phan giai giita pic chat can phan
va cac pic lién ké trong séc ky dd mau thir: > 1,5.

- Tinh tuyén tinh: r > 0,995.

- B0 chinh xac:

+ D0 lap lai: %RSD < 3,0

+ Do chinh xac trung gian: Két qua giira cac kiém nghiém vién
khéc biét khong c6 y nghia thong ké: F test (P = 0,05)
- Do ding: Ty 1¢ phuc hdi 98% - 102%; %RSD < 2,0.
- Gidi han phat hién va gidi han dinh lugng:

LOD:E,E:-::B va LOQ:leE

Chuong 3: KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Chiét xuit, phan 1ap taxoid trong |4 thong dé 14 dai

a

3.1.1. Khdo séat so' bg thanh phan héa hoc
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Bang 3.1. Két qua dinh tinh thanh phan hoa hoc trén cac dich chiét

K#t qua dinh tinh trén cic dich chigt

Dich g}g,lgg"" ethanol Dich ng;gg"" DEFC

Thom hop chas ;f; Chwa  Ba  Chuwe Bba  Setlude

ether DM thodae. thodae. thox.

phan phan  phin phan

Tinh dau ++ ++
Triterpenoid ++ ++ ++ ++
Alkaloid + + - +
Coumarin ++ +—+ ++ ++
anthraquinon - - - -
Flavonoid - +—+ - ++ - ++
Proanthocvanidin = ++ =
Polyphenol +——+ ++ ++
Tannin - + -
Saponin +——+ ++ ++
Acid hify g - - -
Ghichiz (-} BEhdng cb ol (++): Co phign

(=): Khone &

(+++): CH rit ohify

3.1.1.2. Chiét taxoid thd bang phwong phap thay doéi dg phin cuc

dung moi
BétlaThéngdala dai(25kg)
Chiftngim lanh vGiMeOH & 1:6
4 C6 chankhéng thu haiMeOH
Cao ghiét MeOH (2 kg) can thd
+ nrde: lic phan bd véi CH,CL,
Cao CH,Cl, (1.600 g)
Qua cft Diaion HP-20
¥ h r r r h
Pd Pd Bd EBd Ba Pd
H,0 MeOH MeOH MeOH || MeOH | MeOH
20% 10% 60% 80% 100%
+PE
loaitap béo
200 g Cao MeOH 100% di xili,
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3.1.2. Phan ldp cdc hop chit taxoid tir |14 Thong dé 14 dai
3.1.2.1. Phan ldp bang phwong phdp sdc ky cét cé dién (SKC) va sdc
ky cot ap sudt trung binh (MPLC)

[ 75 g cag MeOH 100% di xit it ]

Céted ditn 1
CHCE — MeOH (20:10)

'
P4 Twil 1 P4 Twl-2 P4 Twl-3

Coted dign 1-2
| FE —ageton(7:3)
! ¥ ! ! i v

[ HI" ][ 1‘%‘3 ][ 1‘|1¢ ][ l'lh’ ][ l'IZE ][ I'T'F ] gﬁ[PEzggmg{szt:lﬁ)

] "
[ 720menopenit | [ 935menopent |
HPLC diguché HPLC dituché
ACN —H20(93:3) Ir.-"..EN -H20(93:3)

‘ (L) tinh khiét > 98% ‘a)mmw@%

(3) tinh khigt > 05%

425 mg) (732 mg) (158 mg)

So @6 phan lap cac hop chét taxoid bang SKC ¢6 dién 1 va MPLC

[ 50 g cap MeOH 100% d& xit I, ]

6t ¢f dién 2 )
+ CH:Cla: Aceton (100:3)
[ P4 Tw 2-1 ]

0 quay ap suat giam

i Eita ket tinh v PE

[ 6ekéttioh (4) va(5)

Cot co dien 2-1
PE-EA(7:3)
(4) tinh khiét = 99% (5) tinh khigt > 95%
(183 mg) {105 mg)

So dd phan lap cac hop chat taxoid bang SKC c6 dién 2
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3.1.2.2. Tinh ché cac hop chdt taxoid sau khi phan ldp

Céc hop chat sau phan lap dugc tinh ché bang phuong phap két tinh
lai trong dung mdi va bang sic ky long hiéu niang cao diéu ché dé dat
do tinh khiét cao trén HPLC,

3.1.2.3. X&c dinh cau tric cac hop chdt taxoid dwroc phan ldp

Céc hang sb vat 1y va dit liéu phd caa hop chét (1), (2) tom tét trong

bang sau:
(1) - taxinin B (2) — taxuspin F

M6 ta Bot vo dinh hinh, mau tring, Két tinh dang bot, mau tring
Diém chay 203 -205°C 242-244°C
UV (MeOH) 217 va 279 nm 267 nm
IR (KBr,cm?) 1667, 1636, 1128 va 1041 3450, 1747 va 1679, 1199
EI-MS m/z 664, 359, 274, 240 534, 359, 274, 240
H-NMR (CDCls, 500 MHz): 1,15 (s); 1,77 (s); (CDCls, 500 MHz): 1,74 (s); 1,11

(om, ppm; J, Hz) 2,38 (5); 1,03 (s); 6,45 (d; 16,0); 7,69 (s); 2,33 (s); 0,98 (s); 2,02 (s); 2,05
(d; 16,0); 7,47 (m); 7,78 (d; 7,0); 7,44 (s) x 2; 2,08 (s); 5,60 (dd; 1,5: 6,0);
(m); 2,08 (s) x 4; 5,63 (dd; 1,5; 6,5); 4,22 (d; 2,5); 5,50 (dd; 5,5; 11,5);
5,39 (t, 3); 5,45 (dd; 6; 11); 5,94 (d; 5,90 (d; 11,0); 6,26 (d; 11,0); 1,61
10,5); 6,25 (d; 10,5); 1,77 (m); 2,39 (m); 1,94 (m); 2,33 (d; 19,5); 2,77
(d; 20); 2,85 (dd; 7; 20); 2,25 (d; 1,5; (dd; 7,0; 20,0); 2,20 (dd; 2,0; 6,0);
7); 3,33 (d; 6,5); 4,92 (s); 5,45 (5). 3,53 (d; 6,0); 4,81 (s); 5,23 ()

13C-NMR (CDCls, 125 MHz): 199,3; 169,3; (CDCls, 125 MHz): 199,4; 169,2;
(dc, ppm) 169,7; 169,2; 150,5; 138,6; 68,6; 169,3; 169,7; 169,8; 115,5; 139,2;
76,2; 69,6; 75,0; 72,8. 144,7; 149,8

Céc hang s6 vat 1y va dit liéu pho ctia (3) va (4) tom tat trong bang sau:

(3) - 10-deacetyl taxinin B (4) - taxuspin D
M6 ta Tinh thé hinh kim, mau tring Bo6t min, mau tring
Diém chay 239 -241°C 230-232°C
UV (EtOH) 274 nm 217,278 nm

IR (KBr, cm™) 3450, 1665, 1639, 1128, 1041 3450, 1653, 1636, 1131, 1038
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EI-MS m/z 622, 526, 359, 288, 137 724,512, 374, 274, 159

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 1,23 (s); 1,80 (CDCls, 500 MHz): 1,49 (s); 1,17

(Sm, ppm; J, HZ)  (S); 2,24 (s); 1,02 (s); 2,08 (s) x 3; (s); 1,60 (s); 1,53 (s); 1,96 (s);
5,60 (d; 6,0; 3,2); 5,35 (s); 5,38 (m); 2,10 (s) x 2; 2,00 (s); 2,02 (s);
5,83 (d; 10,0); 5,30 (t; 3,0); 1,76 2,20 (s); 5,80 (d; 7,0); 5,34 (dd;
(m); 2,08 (m); 2,38 (d; 20,0); 2,86 9,4; 6,2); 4,85 (m); 4,85 (d; 5,0);
(dd; 20,0; 7,0); 2,23 (d; 1,5; 7,0); 5,60 (d; 5,0); 2,07 (m); 2,36 (d;
3,32 (d; 6,0); 4,90 (s); 5,42 (s); 6,44 18,5); 2,57 (dd; 18,5; 7,5); 1,89
(d; 15,5); 7,69 (d; 15,5); 7,44 (m); (dd; 1,5; 7,5); 3,70 (d; 7,0); 5,20

7,78 (d; 7,0); 7,42 (m); 2,08 (m) (s); 5,08 (s); 6,46 (d; 16,0); 7,70
(d; 16,0); 7,54 (m) x 2; 7,40 (m)
BC-NMR (CDCls, 75 MHz): 199,3; 169,3; (CDCls, 125 MHz): 170,6; 170,2;
(éc, ppm) 169,7 (x 2); 150,5 138,6 (x 2); 169,3; 170,4; 168,5; 124,3; 144,2;
134,5; 129,0 (x 2); 128,6 (x 2); 110,9; 50,4; 40,8; 142,6; 134,2;
130,5; 118,8. 128,1 (x 2); 128,9 (x 2); 68,4;

67,4; 70,4, 76,7, 78,5; 77,3.

Céc hang s vat 1y va dit liéu phd ciia hop chét (5) tom tit trong bang sau:

(5) —taxchinin B

Mb ta Tinh thé v6 dinh hinh, khong mau

Diém chay 176 - 178 °C

UV (MeOH) 219, 279 nm

IR (KBr, cm™) 3445, 1710, 1667, 1636, 1173, 1041

EI-MS m/z 802, 512, 318, 274, 159

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 1,19 (s); 1,23 (s); 2,01 (s) x 2; 1,72 (s); 4,39 (d; 8,0);

(64, ppm; J, Hz) 4,50 (d; 8,0); 2,10 (s); 1,76 (s); 6,17 (d; 8,0); 5,01 (d; 8,0); 5,62 (t; 8,3);
6,22 (d; 11,0); 6,61 (d; 11,0); 1,92 (dd; 9,0; 15,5); 2,60 (m); 1,72 (m);
2,45 (dd; 7,5; 14,8); 3,04 (d; 8,0); 6,50 (d; 16,0); 7,70 (d; 16,0); 7,80 (d;

8,0); 7,56 (m).
1B3C-NMR (CDCls, 125 MHz): 67,9; 84,8; 70,6; 76,4; 68,7; 79,1; 134,1; 129,0 (x 2);
(6, ppm 130,7; 128,8 (x 2); 129,1; 129,5; 128,2; 133,4; 135,9; 148,2; 170,3;

169,2; 169,8.
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3.2. Thiét 1ap chét dbi chiéu

Chiét xuat, phan lap va tinh ché dé thu dugc chat ddi chiéu (CDC)
tinh khiét. Xy dung tiéu chuén chit luong véi muc chat lwong, chi
tiéu, phuwong phap thir theo huéng dan cia WHO va ASEAN.

Bing 3.1. Tém tdt tiéu chuan chat lwong cua taxinin B (CDC)

Chi tiéu Mirc chét hrgng
Cam quan Két tinh dang bot, mau tring.
Dinh tinh
Phé UV-Vis Phai c6 cac cuc dai hap thu ¢ 217 va 279 nm.
Phé IR Phai c6 cac dinh c6 sb song: 1667, 1636, 1128 va 1041 cm™.
Phé khoi MS Phai ¢6 cac pic c6 m/z 664 [M]* (pic cin ban)
Ph6é NMR !H-NMR (CDCl3, 500 MHz): 1,15 (s); 1,77 (s); 2,38 (s); 1,03 (s); 6,45

(d): 7,69 (d); 7,47 (m); 7,78 (d); 7,44 (m); 2,08 (s) x 4; 5,63 (dd): 5,39
(t); 5,45 (dd); 5,94 (d); 6,25 (d); 1,77 (m); 2,39 (d); 2,85 (dd); 2,25 (d);
3,33 (d); 4,92 (s); 5,45 (5).
13C-NMR (CDCls, 125 MHz): 199,3; 169,3; 169,7; 169,2; 150,5;
138,6; 68,6; 76,2; 69,6; 75,0 va 72,8.

Diém chay 203-205 °C.

Dinh luong Khong it hon 95,0%.

Bing 3.2. Tém tdt tiéu chudn chat lrong ciia taxuspin F (CPC)

Chi tiéu Mikc chét lrgng
Cam quan Két tinh dang bot, mau tring.
Dinh tinh
Phé UV-Vis Phai c6 cac cuc dai hap thu & 267 nm.
Phé IR Phai c6 cac dinh c6 s6 song: 3450, 1747 va 1679, 1199 cm'™.

Phé khéi hrong Phai co céc pic c6 m/z 534 [M]".



Phé NMR

Diém chay
Pinh luong
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'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 1,74 (s); 1,11 (s); 2,33 (s); 0,98 (s); 2,02
(s); 2,05 (s) x 2; 2,08 (s); 5,60 (dd); 4,22 (d); 5,50 (dd); 5,90 (d); 6,26
(d); 1,61 (m); 1,94 (m); 2,33 (d); 2,77 (dd); 2,20 (d); 3,53 (d); 4,81 (s)
va 5,23 (s).

3C-NMR (CDCl3, 125 MHz): 199,4; 169,2; 169,3; 169,7; 169,8;
115,5; 139,2; 144,7 va 149,8.

242-244 °C.

Khong it hon 95,0%.

Bing 3.3. Tém tat tiéu chudn chat lwong ciia 10-deacetyl taxinin B (CHC)

Chi tiéu Mikc chét hrgng
Cam quan Tinh thé hinh kim, mau trang.
Dinh tinh
Phé UV-Vis Phai c6 cac cuc dai hap thu ¢ 274 nm.
Phé IR Phai c6 cac dinh c6 s6 song: 3450, 1665, 1639, 1128 va 1041 cm™,
Phé khéi heong — Phai co cac pic c6 m/z 622 [M]*.
Phé NMR H-NMR (CDCls, 500 MHz): 1,23 (s); 1,80 (s); 2,24 (s); 1,02 (s); 2,08
(s) x 3; 5,60 (d); 5,35 (s); 5,38 (m); 5,83 (d); 5,30 (d); 1,76 (m); 2,08
(m); 2,38 (d); 2,86 (dd); 2,23 (d); 3,32 (d); 4,90 (s); 5,42 (s); 6,44 (d);
7,69 (d); 7,44 (m); 7,78 (d); 7,42 (m); 2,08 (m).
13C-NMR (CDCls, 125 MHz): 199,3; 169,3; 169,7 (x 2); 150,5 138,6
(x 2); 134,5; 129,0 (x 2); 128,6 (x 2); 130,5va 118,8.
Diém chay 239-241 °C.

binh lugng

Khéng it hon 95,0%.
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Bing 3.4. Tém tdt tiéu chudn chat lrong ciia taxuspin D (CPC)

Chi tiéu Mikc chit hrong
Cam quan Bo6t min, mau tring.
Dinh tinh
Phé UV-Vis Phai c6 cac cuc dai hap thu ¢ 217 va 278 nm.
Phé IR Phai c¢6 cac dinh c6 sb song: 3450, 1653, 1636, 1131 va 1038 cm™
Phé khéi heong — Phai co cac pic 6 m/z 724 [M]*.
Ph6 NMR !H-NMR (CDCl3, 500 MHz): 1,49 (s); 1,17 (s); 1,60 (s); 1,53 (s); 1,96
(s); 2,10 (s) x 2; 2,00 (s); 2,02 (s); 2,20 (s); 5,80 (d); 5,34 (dd); 4,85
(m); 4,85 (d); 5,60 (d); 2,07 (m); 2,36 (d); 2,57 (m); 1,89 (d); 3,70 (d);
5,20 (s); 5,08 (s); 6,46 (d); 7,70 (d); 7,54 (m) va 7,40 (m).
13C-NMR (CDCls, 125 MHz): 170,6; 170,2; 169,3; 170,4; 168,5; 124,3;
144,2; 110,9; 50,4; 40,8; 142,6; 134,2; 128,1 (x 2); 128,9 (x 2); 68,4;
67,4; 70,4; 76,7; 78,5; va 77,3.
Diém chay 230-232 °C.
Dinh luong Khoéng it hon 95,0%.
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(1) - Taxinin B (2) — Taxuspin F



(5) — Taxchinin B
Hinh 3.1. Céu tric héa hoc ciia cac hop chét taxoid dugc phan lap



15

3.3. Xay dung quy trinh dinh lwgng dong thoi cac taxoid bang
phwong phap sic ky 16ng hi¢u ning cao

3.3.1. Xay dung quy trinh dinh lwong dong thoi paclitaxel va cdc
taxoid

3.3.1.1. Khao sat budc s6ng phat hién:

Dua vao cac dinh hip thu cuc dai cua paclitaxel va cac
taxoid dé chon budc song phat hién cho quy trinh dinh lwong: Cot
Phenomenex C18, 5 pum, 250 x 4,6 mm, 110 A. Tc do dong: 1
ml/phut. Thé tich tiém mau: 10 ul. Nhiét do cot: 25 °C. Pha dong:
ACN - H.0 (60 : 40).
3.3.1.2. Khao sdat pha dong:

Mau thtr dugc trién khai trén cung didu kién sic ky voi cac
pha dong ACN - H,0 c¢6 ty 18 1an luot 1a: 70 : 30; 60 : 40 véi cing
tbc 6 dong 1 ml/phit.
3.3.1.3. Khao sat chuong trinh trién khai gradient

Céac diéu kién: cot Phenomenex C18, 5 um, 250 x 4,6 mm,
110 A. Téc @6 dong: 1 ml/phut. Thé tich tiém mau: 10 pl. Nhiét do
cot: 25 °C. Pha dong: ACN — H,O véi chuong trinh trién khai

gradient:
Thoi gian H20 (%) ACN (%) Chuong trinh trién
(phat) khai
0-35 35 65 Ding dong
35-60 35—80 65—20 Gradient
60-70 80—35 20—65 Gradient
70-80 35 65 Ping dong

3.3.1.4. Khdo sdt téc dp dong
Khao sat theo chiéu ting cua tc do dong: 0,8; 1; 1,2 ml/phut
vai cung ty 1€ pha dong ACN — H,0 (60:40).
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Duya vao két qua khao sat cac diéu kién nhu trén, quy trinh

dinh lugng déng thoi duoc dé nghi nhu sau:
Bdng 3.5. CAc diéu kién trién khai quy trinh dinh leong dong thoi

Piéu kién sic ky HPLC

Pha tinh Cot Phenomenex C18, 5 um, 250 x 4,6 mm, 110 A
Pha dong ACN — H,0 (60 : 40)
Nhiét d¢ cot 25°C

Budc song phat hién 227 nm va 280 nm

Téc d6 dong 1 ml/phit

Thé tich tiém mau 10 pl

3.3.2. Thim dinh quy trinh

Tham dinh quy trinh theo céc chi tiéu:

- Tinh pha hop ciia hé thong

Két qua khao sat tinh pht hop cta hé théng cho thdy sau 6 1an sic ky
cac thong s6 déu nam trong gidi han cho phép, RSD < 2%, As< 1,5;
N > 2000.

- Tinh dac hiéu: Quy trinh c6 tinh dac hi¢u.

- Tinh tuyén tinh: Két qua khao sat tinh tuyén tinh cho thiy cé su
tuong quan tuyén tinh giita nong d6 cac chat dbi chiéu va paclitaxel
chuan ciing nhu céc chat thir trong mau va dién tich pic twong tng
v6i hé s6 twong quan r > 0,995,

- D¢ chinh xac va do dung

Két qua thong ké cho thdy cac quy trinh c¢6 ty 1& hdi phuc nam trong
giéi han cho phép cua ty 18 hoi phuc 1y thuyét 90% - 107%; RSD <
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2% va RSD < 2% d6i v6i do 1ap lai; RSD < 3% d6i v6i do chinh xéac

trung gian.

Bang 3.6. Két qua khdo sdt tinh tuyén tinh, gidi han phat hién va gidi

han dinh luong

Khoang tuyén R? LOD LOQ
tinh (ug/ml) (pg/ml) (ng/ml)

Taxuspin F 25-175 1 0,30 1,00
Paclitaxel 25-75 0,9997 0,075 0,25
10-deacetyl 25-75 0,9996 0,06 0,20
taxinin B

Taxuspin D 25-75 0,9994 0,075 0,25
Taxinin B 25-75 1 0,06 0,20

Ung dung

Ap dung quy trinh dinh luong dong thoi dd xdy dung va
thim dinh dé phan tich mau tht TW duoc chiét tir thong do 14 dai

trong & Lam Ddng.

Tién hanh dinh luong mau thir thong d6. Mdi miu thir tién

hanh 3 1an lay gia tri trung binh.

Bang 3.7. Ham lwong taxoid trong mau thir TW

STT Tén chit Dién tich pic Ham lwgng
(mg/g)

1 Taxuspin F 82021 404,49+7,36

2 Paclitaxel 651359 268,88+0,81

3 10-deacetyl taxininB 308751 373,90+0,71

4 Taxuspin D 282929 459,40+3,54

5 Taxinin B 394229 431,98+1,43
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CHUONG 4. BAN LUAN
4.1. Chiét xuit, phan 1ap, xdc dinh ciu tric va dinh tinh,
dinh lwgng taxoid trong 14 Thong dé la dai

Luén &n da dung phuong phap chiét xuat tir 14 Théng do 14
dai bang cac dung méi hiru co c6 d6 phan cuc thay d6i nhu MeOH,
CH:Cl, dé phan 1ap dwoc cac hop chét taxoid. Do trong 14 Thong dé
c6 nhiéu tap nhu diép luc td, dau béo nén can xu ly tap bang thay dbi
dung mai, trién khai qua cot daion HP-20, lic voi ether dau hoa. D&
tai d4 phan lap va xé4c dinh duoc ciu tric cua 5 hop chit taxoid trong
& Théng do I4 dai: Taxinin B, 10-deacetyl taxinin B, taxuspin D,
taxuspin F, taxchinin B. Day déu I cac taxoid c6 tac dung duoc 1y va
¢ trién vong 1am thudc. Pdc biét, hai hop chat taxuspin D va
taxchinin B chwa duoc cdng bd tim thiy trong 14 Thong do 14 dai
(Taxus wallichiana Zucc.).

Dé dinh tinh céc taxoid trong 14 Thong do 14 dai tréng ¢ Lam
Pong, luan an da ap dung hau hét cac phuong phap phd bién va do tin
cay cao. Nhiing phuong phap phéan tich dinh tinh da dugc su dung
nhu: SKLM, HPLC-PDA, phd nghiém (UV, IR, MS, NMR), diém
chay cia timg hop chét so sanh véi dir liéu trong tai liéu tham khao.

DPinh lugng cac taxoid trong nguyén liéu dugc liéu thuong
gip nhitng kho khan: (1) 1a ham luong taxol rat thap trong cac cay
Taxus; (2) 1a chiét xuat tir dugc liéu chtra nhiéu hop chat ndi sinh
khéc nhau, va (3), cdu tric ciia mdi taxoid khac nhau rét it. Vi vy,
dinh lugng céc taxoid bang HPLC thudng cac dinh phan tach kém va
doi hoi thoi gian phén tich dai. Do 0, cac k¥ thuat khac bao gom
SKLM cai tién, sic ky dién di MEKC, dién di mao quan, .... ciing

duoc nghién ctru.
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Nghién ctru nay da xay dung phuong phap dinh luong céc
taxoid bang phwong phap HPLC véi ¢t C18, dau do PDA. Do cau
trac va tinh chat 1y hoa cua cac taxoid can phén tich 13 nhiing hop
chét mang tinh base hitu co do c6 sy hién dién cia nhom alkanoyl
trong cdu tric va do phan cuc tir trung binh dén phan cuc do c6 cac
nhom -OH. Do d6, nghién ctru dinh tinh, dinh lugng céac taxoid ctia
ludn an da st dung ky thudt HPLC/PDA pha dédo vdi cot
Phenomenex Gemini RP-C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) va hé pha
dong: ACN — H,0. Mau dugc chay theo chuong trinh ding dong
Vi thoi gian phan tich 40 phut/ mau, thé tich tiém méau 10 ul, budc
song phat hién: 280 nm.

4.2. Thiét lap chit chuin dbi chiéu

Cac hop chit taxoid dugc phan lap trong luan &n: Taxinin B, 10-
deacetyl taxinin B, taxuspin D, taxuspin F ¢6 ham leong cao (hon
150g) va do tinh khiét trén 95% dwoc chon dé 1am nguyén liéu thiét
lap chat ddi chiéu. Hién nay, cac hop chét ndy ciing chua thiy c6 nha
san xuat hay phan phdi chét chuan d6i chiéu nhu ChromaDex, Sigma
Aldrich, USP, Cerilliant hoic hai Vién kiém nghiém thudc trung
wong va TP.HCM cung cap.

Luan an da xdy dung dugc quy trinh chiét xuat, phan lap
chat dbi chiéu cac taxoid trong 14 Thong d6 cé tinh 6n dinh, hiéu
qua. Céc chat duoc phan 1ap co d6 tinh khiét cao, dugc xac dinh
bang phuong phap phd nghiém va phan tich HPLC c6 cac gia tri tin
cdy cao. Quy trinh dinh luwong cac taxoid dwgc xdy dung bang
phuong phap HPLC dugc tham dinh d6 dac hiéu, tinh phu hop hé
thdng, d6 1ap lai, khoang tuyén tinh.
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4.3. Xay dung quy trinh dinh lrgng dong thoi
Phwong phap HPLC-PDA

Dugc dién My (tir USP 30 tr& di) 1a ¢6 chuyén ludn paclitaxel,
dé cap dén dinh luong taxol va cac tap chét lién quan. Theo USP (hién
dang luu hanh 1a USP 42), dbi v6i nguyén liéu duogce dan nhan 13 duoc
phan 14p tir ngudn ty nhién, viéc kiém tra do tinh khiét va xac dinh tap
chit lién quan cuia paclitaxel duoc tién hanh bang phwong phap HPLC
v6i diéu kién séc ky: Cot sic ky L43 (4,6 mm x 25 cm, 5 pm), nhiét do
cot: 30 °C, bude séng phat hién: 227 nm, tbe do dong: 2,6 ml/phut, thé
tich tiém mau: 15 pl, hé pha dong MeOH-ACN trién khai theo chwong
trinh gradient trong 80 phiit/ mau.

Luidn 4n xdy dung quy trinh dinh luong dong thoi bang
HPLC dya trén chuyén luan paclitaxel cia USP 41 va cac tai liu
tham khao. USP st dung cdt L43 (cot Pentafluorophenyl) la cot
chuyén biét cho taxoid, tuy nhién gia thanh con cao so véi diéu kién
trang bi thiét bi & cac phong thi nghiém cua nudc ta. Vi vay, nghién
ctru nay tién hanh xay dung quy trinh dinh luong trén cot C18, quy
trinh dinh luong dat cac chi tiéu thim dinh vé do dic hiéu, tinh tuyén
tinh, d6 chinh x4c, d¢ 1ap lai, 46 dung.

K§ thuat HPLC/PDA trong nghién ciru nay gidng véi cac
nghién ctru da cong bd. Tuy nhién, nghién ciru nay da sir dung pha
tinh cot C18, pha dong ACN-H,0 véi chuong trinh didng dong, thoi
gian phan tich dudi 30 phat/ mau phu hop hon dé tach dong thoi 05
taxoid (taxinin B, 10-deacetyl taxinin B, taxuspin D, taxuspin F va
paclitaxel) trong 14 Thong dd. Pay la quy trinh dinh tinh, dinh luong
dong thoi trén cac taxoid co trong 14 Thong do6 14 dai bang phuong
phép HPLC/PDA ma chua dugc cong bd bai tai ligu no.

Qua khao sat cac yéu té anh hudng 1én kha niang phén tach

giita cac pic thi hé dung méi trién khai déng vai tro quan trong. Quy
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trinh dinh lugng cda luén an trién khai voi hé pha dong ACN-H,0,
khong sir dung cac hé dém c6 mudi vo co hay acid dé diéu chinh pH
giup bao vé cdt phan tich, kéo dai tudi tho cot va rat ngfm thoi gian vé
sinh hé théng trude va sau khi phan tich, cé hiéu qua v& mit kinh té.

Trong quy trinh dinh luong dong thoi, luan 4n st dung 2
budc séng phat hién ¢ 227 nm dé dinh lwong paclitaxel va budc song
280 nm dé dinh luong cac taxoid con lai. P6 1a do ¢ bude song 227
nm thi dién tich va chiéu cao cia paclitaxel xuét hién rd nhung cac
pic con lai c6 sy khac nhau khong rd rét. Con dinh lugng & budc
s6ng 280 nm thi cac pic cua c&c taxoid con lai xuét hién r& nhung pic
cua paclitaxel lai thép. Vi vay, luan an chon dau do PDA vdi 2 bude
song phat hién & 227 nm va budc séng 280 nm dé dinh lugng ddng
thoi paclitaxel véi taxinin B, 10-deacetyl taxinin B, taxuspin D va
taxuspin F.

Phuong phép phan tich HPLC trong dé tai da cho phép dinh
tinh va xac dinh ddng thoi cac taxoid trong 14 T. walichiana. Vi su
trg gitp cua dir liéu phd UV cua cac taxoid ¢6 sin, phuwong phap cho
phép xac dinh nhanh chong cac taxoid trong truong hop thiéu cac
chat tham chiéu twong (mg. Phuong phap nay ciing phu hop dé phan
tich thuong quy taxoid trong duoc lidu hodc dich chiét ma khong can
ldy mau phtic tap. Phuong phap phan tich cung cip mot quy trinh
nhanh chéng, théng thuong va dang tin cay dé dinh tinh va dinh
lwong dong thoi mot nhom cac taxoid trong 1a Taxus wallichiana c6
thé g dung trong kiém nghiém ngudn nguyén liéu va cac ché pham
lien quan dén dugc liéu nay.

Két qua thdm dinh quy trinh dinh luong ddng thoi 04 taxoid
(taxinin B, 10-deacetyl taxinin B, taxuspin D va taxuspin F) va
paclitaxel cho thay quy trinh c6 tinh dic hiéu cao, R? > 0,9995 trong

khoang nong d¢ khao sat va dat yéu cau ve d6 chinh xac va do dung.
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Két qua tham dinh nay chimg té rang qui trinh chuan bi mau thir la
6n dinh, céc chat phan tich hau nhur khong bi mét di nhiéu trong qua
trinh xtr Iy mau. Piéu nay s& giup nhitng két qua phén tich khi ap

dung quy trinh nay 1a cé d6 chinh xac, d6 ding cao va tin cay.

Tinh méi ciia d@ tai

1. Hop chit taxuspin D va taxchinin B lan dau duoc cong bd
phan 1ap dugc tur 14 Taxus wallichiana Zucc. Tuy nhién, céc taxoid
phan 14p trong nghién ctru nay di dugc cong bd cau tric trong cac
nghién ctru trudc day. Cac taxoid dugc phén lap 1a nhitng chat c6 tac
dung duoc 1y dugc quan tdm: Taxinin B, taxuspin D, taxuspin F va
taxchinin B. Cu thé: Hop chét taxinin B c6 tac dung chdng két tap
tiéu clu, taxuspin D va taxchinin B c¢6 kha ning chdng lai su d&
khang thudc khang ung thu, taxuspin F c6 tic dung trc ché céac té bao
Hela. Ngoai ra, cac hop chit nay con co thé 1am nguyén liéu tdng

hop paclitaxel va cac dan xuit do trong ddng ciu tric khung co ban.

2. Lan dau tién thiét 1ap duoc 4 hop chat taxoid 1am chat ddi
chiéu, day 1a nguyén liéu can thiét trong kiém nghiém duoc lidu, gop
phén kiém tra, danh gia chét luong cta dugc liéu va cac ché phém
lién quan.

3. Pa sir dung phuong phap HPLC dé dinh lugng ddng thoi
paclitaxel cing 04 loai taxoid dugc phan 1ap tir T. wallichiana. Dé tai
khong chi 1an dau tién thiét 1ap phuong phép xac dinh dong thoi ham
lugng taxinin B, 10-deacetyl taxinin B, taxuspin D, taxuspin F va
taxol, ma con phat hién ra rang cot Phenomenex Gemini RP-C18 c6
thé tach riéng cac hop chit nay véi d6 phan giai cao.
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KET LUAN
Sau thoi gian thuc hién, dé tai: “Phan 1ap mot sé hop chét
taxoid tir 14 Thong do 14 dai (Taxus wallichiana Zucc.) trong & Lam

I3
Aqyq??

Dong, dinh hudng thiét 1ap chat dbi chiéu” da dat duoc cac muc tiéu

nghién ctru dugc dat ra:

Phan 1ap dugc 5 hop chét taxoid tinh khiét tir 14 Thong d6 1a dai dugc
trong & Lam Dong

V6i cac phuong phap sic ky cot ¢d dién, sic ky cot trung ap,
sic ky 16p mong, HPLC, HPLC diéu ché va cac phuong phap phd
nghiém nhu: UV, IR, MS, NMR, lun 4n d3 phan 1ap, tinh ché va xac
dinh cdu trac cia mot s6 hop chat taxoid trong 14 Thong do 14 dai
trdng & Lam Ddng:
Tir 75 g phan doan cao MeOH 100% phan lap dugc 425 mg hop chit
(1) dugc xéac dinh 1a taxinin B va 732 mg hop chat (2) duoc xac dinh
la taxuspin F va 158 mg hop chét (3) - 10-deacetyl taxinin B.
Tir 50 g phan doan cao MeOH 100% phan 1ap dugc 183 mg hop chat
(4) 1a taxuspin D va 105 mg taxchinin B - hop chit (5).
Thiét 1ap chat d6i chiéu

Trong 5 hop chét duoc phén 1ap thi 4 hop chét dat tiéu chuan
nguyén liéu thiét 1ap chat d6i chiéu: Do tinh khiét > 95% va ¢ khdi
luong > 150 mg. Vi véy, dé tai da thiét 1ap 4 hop chat taxoid 1am chat
dbi chiéu: taxinin B, 10-deacetyl taxinin B, taxuspin D, taxuspin F.
Quy trinh thiét 1ap chat ddi chiéu theo huéng dan cia ASEAN, mdi
chat ddi chiéu c6 cac thdng tin: dir liéu phd, diém chay, do tinh
khiét,...
Xay dung quy trinh dinh lugng ddng thoi paclitaxel va 4 hop chat
taxoid bang phuong phap HPLC
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Xay dyng va tham dinh quy trinh dinh lwong dong thoi paclitaxel va
4 hop chit taxoid bang phwong phap HPLC voi cot C18, dau do
PDA, ché d6 phan tich déng dong. Quy trinh dinh luong dat cac chi
tiéu tham dinh vé d6 dac hiéu, tinh tuyén tinh, d6 ding, do lap lai.
KIEN NGHI
Céac hudng nghién ctru tiép theo cua luin 4n duoc dé xuat
nhu sau:

1. Ap dung cac quy trinh phan lap, phan tich taxoid da xay
dung dé danh gia cac ngudn Thong do khac nhau vé tudi, vé ngudn
gbc, vé thoi diém thu hai, ...

2. Xay dung tiéu chuin cho ngudn dugc liéu Thong do 14 dai
trdng & Lam Dong dé xuat khiu tao ngudn cung nguyén liéu bao ché
thudc chita ung thu hién c6 nhu céu cao.

3. Nghién ctru tong hop paclitaxel va cac dan xudt lam nguyén
lidu thudc chita ung thu tir cac hop chét taxoid da phan 1ap trong luén
an nay do tuong dong ciu trac khung co ban dé khai thac tbi da gia

tri tiém nang cua cac hgp chét tu nhién trong loai dugc liéu quy nay.
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