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DANHMỤC CÁC CHỮ VIẾT TẮT
Aβ Amyloid beta
ACh Acetylcholine
AChE Acetylcholinesterare
AD Bệnh Alzheimer
AICD Miền nội bào APP
Ala Alanin
APOE apolipoprotein E
APP Protein tiền chất amyloid
Asp Aspartat
ARN Acid ribonucleic
BrdU Bromodeoxyuridine
ACE Angiotensin-Converting Enzyme
cAMP Adenosine monophosphate vòng
CAS Vùng trung tâm hoạt động
ChAT enzym choline acetyltransferase
CYP Enzyme cytochrome P450
DNA Deoxyribonucleic acid
DTNB 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic
IC50 Nồng độ ức chế 50%
FDA Cục quản lý Thực phẩm và Dược phẩm Mỹ (U.S. Food and

Drug Administration)
GABA γ-aminobutyric acid
Glu Glutamat
Gly Glycin
GPI Glycosylphosphatidylinositol
GSK Glycogen synthase kinase
GSK-3β Glycogen synthase kinase-3β
hAChE AChE người
His Histidin
NCS Hệ thần kinh trung ương (Central Nervous System)
NFTs Đám rối sợi thần kinh
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MMSE Bài kiểm tra trạng thái tâm thần thu nhỏ
PAS Vùng ngoại biên
PEA Phenylethylamin
PM Người chuyển hóa kém
Phe Phenylalanin
PHF Sợi xoắn kép
sAPPα APP α hòa tan
sAPPβ APP β hòa tan
Ser Serin
TcAChE AChE của cá đuối điện
TMT trimethyltin
TNB 5-thio-2-nitrobenzoic
Trp Tryptophan
Tyr Tyrosine
WHO Tổ chức Y tế Thế giới
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BỘ GIÁO DỤC VÀ ĐÀO TẠO
Đơn vị: Trường Đại học Mỏ - Địa chất

THÔNG TIN KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
1. Thông tin chung:

- Tên đề tài: Tổng hợp một số dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-
2-yl)-2H-tetrazol-2-yl) và đánh giá tác dụng ức chế acetylcholinesterase định hướng
điều trị bệnh Alzheimer

- Mã số: T25-16
- Chủ nhiệm: ThS Nguyễn Viết Hùng
- Cơ quan chủ trì: Trường Đại học Mỏ - Địa chất
- Thời gian thực hiện: 12 tháng (từ tháng 1/2025 – 12/2025)

2. Mục tiêu: Tổng hợp được 5 đến 7 dẫn chất thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-
2-yl)-2H-tetrazol-2-yl) có khả năng ức chế enzym acetylcholinesterase.
3. Tính mới và sáng tạo: Các dẫn chất được tổng hợp là những chất hoàn toàn mới, có
khả năng ức chế enzym acetylcholinesterase định hướng điều trị bệnh Alzheimer.
4. Kết quả nghiên cứu:
- Đã tổng hợp 10 dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-
tetrazol-2-yl), vượt chỉ tiêu so với thuyết minh.
- Đã khẳng định cấu trúc của 10 dẫn chất bằng các phương pháp phổ: Phổ cộng hưởng
từ hạt nhân (1H-NMR, 13C-NMR) và phổ khối hiệu năng cao (HR-MS)
- Đã đánh giá tính chất “giống thuốc” và thử tác dụng ức chế enzym acetylcholinesterase.
5. Sản phẩm:
Đề tài đã hoàn thành đầy đủ và vượt mức sản phẩm theo thuyết minh bao gồm: tổng hợp
10 dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl), các
dẫn chất được khẳng định cấu trúc thông qua các phương pháp phổ, sau đó đánh giá tính
chất “giống thuốc” và thử tác dụng ức chế enzym acetylcholinesterase; 02 bài báo trên
Tạp chí trong nước (01 bài đăng trên Tạp chí Nghiên cứu Dược và Thông tin thuốc
07/2025, 01 bài chấp nhận đăng trên Tạp chí Khoa học, Công nghệ và Kỹ thuật Việt
Nam tháng 8/2025; 01 quy trình điều chế và 01 báo cáo tổng kết.
- 02 cử nhân dược bảo vệ thành công Khóa luận Tốt nghiệp (vượt chỉ tiêu 01)
- 01 quy trình tổng hợp 10 dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-
2H-tetrazol-2-yl)
6. Hiệu quả, phương thức chuyển giao kết quả nghiên cứu và khả năng áp dụng:
- Nghiên cứu của đề tài góp phần hướng dẫn 02 sinh viên hoàn thành Khóa luận tốt
nghiệp.
- Kết quả nghiên cứu của đề tài được giao nộp trực tiếp cho cơ quan chủ trì đề tài (Trường
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Đại học Mỏ - Địa chất)
- Kết quả của đề tài có thể được sử dụng làm tài liệu tham khảo cho các nghiên cứu
chuyên sâu về Hoá hữu cơ, Hoá dược, phân tích, kiểm nghiệm, …

Ngày 11 tháng 11 năm 2025
Cơ quan chủ trì Chủ nhiệm đề tài

ThS. Nguyễn Viết Hùng
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MỞ ĐẦU
Alzheimer là bệnh thoái hóa thần kinh liên quan đến sự suy giảm dần dần và không

thể phục hồi về trí nhớ, khả năng suy nghĩ và cuối cùng là khả năng thực hiện các hoạt
động hàng ngày [1, 2]. Theo báo cáo của Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) năm 2022, chứng
sa sút trí tuệ là một trong những thách thức lớn về sức khoẻ với 55,2 triệu người đã bị
ảnh hưởng trên toàn cầu và con số này được dự báo sẽ tăng mạnh đến 78 triệu người vào
năm 2030 [3]. Tỷ lệ người mắc chứng sa sút trí tuệ liên quan tới Alzheimer tăng đáng
kể theo độ tuổi, với tỷ lệ là 5% ở nhóm từ 65 đến 74 tuổi, 13,2% ở nhóm từ 75 đến 84
tuổi và lên tới 33,4% ở những người từ 85 tuổi trở lên [4]. Cùng với đó, gánh nặng về
tài chính trên toàn thế giới liên quan đến dịch vụ xã hội và chi phí chăm sóc y tế cho
những người mắc chứng sa sút trí tuệ dự kiến sẽ vượt quá 2,8 nghìn tỷ đô vào năm 2030,
tăng gấp đôi chi phí năm 2019 [5]. Theo báo cáo tại Hội nghị Quốc gia về Sa sút trí tuệ
năm 2018, Việt Nam đã ghi nhận khoảng 660,000 người mắc sa sút trí tuệ vào năm 2015,
và con số này dự báo sẽ tăng lên 1,2 triệu người vào năm 2030, đặt ra những thách thức
lớn đối với hệ thống y tế và xã hội trong việc cung cấp các dịch vụ chăm sóc, điều trị và
hỗ trợ cho người bệnh [6, 7].

Hiện nay, mặc dù nhiều giả thuyết đã được đề xuất nhằm lý giải cơ chế bệnh sinh
của AD, nhưng cơ chế bệnh học cụ thể vẫn chưa được giải thích một cách đầy đủ và
chưa có liệu pháp điều trị nào được chứng minh có hiệu quả trong việc làm chậm hoặc
ngăn chặn quá trình tiến triển của bệnh [4, 8]. Tính đến tháng 7 năm 2024, Cục Quản lý
Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA) đã phê duyệt hai liệu pháp kháng thể đơn
dòng định hướng amyloid-beta là donanemab và lecanamab, ba thuốc điều trị triệu
chứng ức chế acetylcholinesterase bao gồm: donepezil (Aricept®), galantamine
(Razadyne®), rivastigmine (Exelon®) và một thuốc đối kháng thụ thể N-methyl-D-
aspartate (NMDA): memantin [8-10]. Tuy nhiên, các thuốc hiện có chưa cho thấy hiệu
quả cao trong điều trị, chủ yếu giúp làm giảm triệu chứng và đi kèm với nhiều tác dụng
không mong muốn [9]. Do đó, nhiệm vụ tìm kiếm các loại thuốc an toàn và hiệu quả
hơn trong điều trị AD vẫn là vấn đề cấp bách hơn bao giờ hết [3, 4].

Tetrazol thuộc nhóm dị vòng thơm 5 cạnh chứa 4 nguyên tử nitơ và 1 nguyên tử
carbon. Các dẫn chất của tetrazol cho thấy nhiều hoạt tính sinh học tiềm năng như kháng
khuẩn, kháng nấm, kháng viêm, kháng ung thư, chống đái tháo đường và chống đông
máu [11]. Nhiều nghiên cứu gần đây đã chỉ ra rằng, các dẫn chất mang khung tetrazol
có khả năng tương tác với một số đích phân tử tiềm năng trong điều trị Alzheimer, trong
đó hướng ức chế enzym acetylcholinesterase đã và đang nhận được nhiều sự quan tâm
[12-14].

Naphthalen là một cấu trúc hai vòng thơm đơn giản, đã chứng minh được tính ứng
dụng vượt trội trong nghiên cứu và phát triển các thuốc mới [15]. Nhiều nghiên cứu



10

trước đây đã chỉ ra rằng khung naphthalen được sử dụng rộng rãi trong thiết kế các thuốc
với tác dụng chống ung thư, kháng khuẩn, kháng virus, chống viêm và đặc biệt là trong
lĩnh vực dược lý thần kinh [16-19]. Các hợp chất mang khung naphthalen cho thấy tiềm
năng tích cực trong việc làm giảm triệu chứng và hạn chế sự tiến triển của AD trong các
thử nghiệm in vitro và in vivo [20, 21]. Vì vậy, việc tiếp tục nghiên cứu và phát triển các
hợp chất mang khung naphthalen có thể mang lại những kết quả hứa hẹn, trong đó hướng
ức chế enzym acetylcholinesterase (AChE) đã và đang nhận được nhiều sự quan tâm,
mở ra triển vọng mới trong việc tìm kiếm các liệu pháp điều trị hiệu quả AD [15].

Trên cơ sở đó, với mục đích tìm kiếm và sàng lọc những hợp chất có khả năng ức
chế AChE tốt, đồng thời làm giàu cơ sở dữ liệu về những hợp chất ức chế AChE mang
khung naphthalen-tetrazol, nhóm nghiên cứu tiến hành thực hiện đề tài “Tổng hợp một
số dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)
và đánh giá tác dụng ức chế acetylcholinesterase định hướng điều trị bệnh
Alzheimer” với hai mục tiêu chính:

1. Tổng hợp được khoảng 5-7 dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-
(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl).

2. Bước đầu đánh giá tác dụng ức chế AChE của các dẫn chất tổng hợp được.
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PHẦN 1. TỔNG QUAN
1.1. Tổng quan về bệnh Alzheimer và các giả thuyết
1.1.1. Alzheimer và lịch sử phát hiện bệnh

Bệnh Alzheimer là nguyên nhân hàng đầu gây ra hội chứng chứng sa sút trí tuệ
(chiếm khoảng 60-80% tổng số ca bệnh) [22] là tình trạng thoái hóa thần kinh mãn tính
và không hồi phục, đặc trưng bởi các triệu chứng như mất trí nhớ, rối loạn nhận thức và
hành vi cùng với những tổn thương về tâm lý và thể chất của bệnh nhân [23, 24].

Bệnh Alzheimer được Alois Alzheimer mô tả lần đầu tiên vào năm 1906, về trường
hợp của Auguste Deter, một phụ nữ 51 tuổi bị rối loạn nhận thức, mất phương hướng,
ảo tưởng và các thay đổi hành vi khác mà ông gặp lần đầu tiên vào năm 1901. Bà Deter
qua đời 4,5 năm sau đó vào năm 1906. Đánh giá bệnh lý thần kinh của Alzheimer cho
thấy hiện tượng teo não và "những thay đổi đặc biệt ở các cụm tế bào vỏ não". Ông đã
báo cáo những phát hiện của mình trong một bài giảng "về quá trình bệnh lý đặc biệt của
vỏ não" [25]. Mặc dù được mô tả về mặt định tính bởi Alzheimer vào năm 1906, danh
tính của hai phân tử tham gia vào cơ chế bệnh sinh của AD, peptide beta amyloid được
tìm thấy trong các mảng bám và protein tau tăng phosphoryl hóa được tìm thấy trong
các đám rối sợi thần kinh (NFT) không được xác định cho đến giữa những năm 1980
[26-31]. Với những khám phá ban đầu này, đánh giá bệnh lý thần kinh của AD đã phát
triển hơn nữa để nhận ra nhiều bệnh lý thần kinh đi kèm, góp phần gây ra chứng mất trí
nhớ lâm sàng [32-36]. Sau Đạo luật Dự án Alzheimer Quốc gia (NAPA) được Tổng
thống Obama ký thành luật năm 2011, kế hoạch quốc gia của Hoa Kỳ nhằm giải quyết
bệnh Alzheimer đã được xây dựng vào năm 2012, đặt ra năm mục tiêu đầy tham vọng:
phòng ngừa và điều trị hiệu quả bệnh Alzheimer vào năm 2025, tối ưu hóa chất lượng
và hiệu quả chăm sóc, mở rộng hỗ trợ cho bệnh nhân và người chăm sóc, nâng cao nhận
thức cộng đồng, và cuối cùng là theo dõi tiến độ và thúc đẩy cải thiện [37].

Các nghiên cứu về sau đã chỉ ra rằng, AD với những biểu hiện là suy giảm nhận thức,
mất trí nhớ, thiếu khả năng thực hiện nhiệm vụ và có những hành vi khác biệt thì kèm
theo đó là chứng teo não đặc trưng, lắng đọng các mảng bám amyloid và hình thành đám
rối sợi thần kinh [1, 38, 39] (Hình 5). Tuy nhiên, cho đến hiện nay vẫn chưa có phương
pháp phát hiện sớm cũng như chưa có liệu pháp trị liệu nào đủ hiệu quả có thể làm chậm
hoặc ngừng quá trình tiến triển của bệnh. Điều này đã tác động tiêu cực đến sức khỏe
thể chất và tinh thần của không chỉ người bệnh mà còn của gia đình và người chăm sóc
[4].
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Hình 1. Cấu tạo vỏ não của người bình thường và người bị bệnh Alzheimer [39]
1.1.2. Các giai đoạn của bệnh Alzheimer

Các triệu chứng của bệnh Alzheimer trở nên tồi tệ hơn theo thời gian, mặc dù tốc
độ tiến triển của bệnh khác nhau. Trung bình, một người mắc bệnh Alzheimer sống được
bốn đến tám năm sau khi được chẩn đoán, cũng có thể sống tới 20 năm, tùy thuộc vào
các yếu tố khác. Những thay đổi trong não liên quan đến bệnh Alzheimer bắt đầu nhiều
năm trước khi có bất kỳ dấu hiệu nào của bệnh. Khoảng thời gian này, có thể kéo dài
trong nhiều năm, được gọi là bệnh Alzheimer tiền lâm sàng. Các giai đoạn dưới đây
cung cấp một ý tưởng tổng thể về cách các khả năng thay đổi khi các triệu chứng xuất
hiện và chỉ nên được sử dụng như một hướng dẫn chung. Cần lưu ý rằng có thể khó xếp
một người mắc bệnh Alzheimer vào một giai đoạn cụ thể vì các giai đoạn có thể chồng
chéo lên nhau. [40, 41].

Bệnh Alzheimer giai đoạn đầu (nhẹ): trong giai đoạn đầu của bệnh Alzheimer,
người bệnh có thể hoạt động độc lập. Họ vẫn có thể lái xe, làm việc và tham gia các hoạt
động xã hội. Tuy nhiên, người bệnh có thể cảm thấy trí nhớ bị suy giảm, chẳng hạn như
quên các từ ngữ quen thuộc hoặc vị trí của các vật dụng hàng ngày. Các triệu chứng có
thể không rõ ràng ở giai đoạn này, nhưng gia đình và bạn bè thân thiết có thể nhận thấy
và bác sĩ có thể xác định các triệu chứng bằng một số công cụ chẩn đoán nhất định. [40,
41]; Bệnh Alzheimer giai đoạn giữa (trung bình): giai đoạn giữa của bệnh Alzheimer
thường là giai đoạn dài nhất và có thể kéo dài nhiều năm. Trong giai đoạn này, các triệu
chứng sa sút trí tuệ trở nên rõ rệt hơn. Người bệnh có thể nhầm lẫn từ ngữ, dễ cáu gắt
hoặc tức giận, và hành động bất ngờ, chẳng hạn như từ chối tắm rửa. Tổn thương tế bào

Bộ não khỏe mạnh Não người bệnh Alzheimer

Vi ống
khỏe mạnh

Protein tau
ổn định

Mảng bám
amyloid

Đám rối
tau

Vi ống
phân hủy
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thần kinh não cũng có thể khiến người bệnh khó diễn đạt suy nghĩ và thực hiện các công
việc thường ngày mà không có sự trợ giúp [40, 41]. Ở giai đoạn giữa, người bệnh
Alzheimer vẫn có thể tham gia các hoạt động hàng ngày với sự hỗ trợ. Điều quan trọng
là tìm hiểu xem người bệnh vẫn có thể làm gì hoặc tìm cách đơn giản hóa các công việc.
Khi nhu cầu chăm sóc chuyên sâu tăng lên, người chăm sóc có thể cân nhắc sử dụng
dịch vụ chăm sóc tạm thời hoặc trung tâm chăm sóc ban ngày dành cho người lớn để họ
có thể tạm thời nghỉ ngơi trong khi người bệnh Alzheimer vẫn được chăm sóc trong một
môi trường an toàn. Bệnh Alzheimer giai đoạn cuối (nặng): ở giai đoạn cuối của bệnh,
các triệu chứng sa sút trí tuệ trở nên nghiêm trọng. Người bệnh mất khả năng giao tiếp,
khả năng phản ứng với môi trường và cuối cùng là mất kiểm soát vận động. Họ vẫn có
thể nói được từ hoặc cụm từ, nhưng việc truyền đạt trở nên khó khăn. Khi trí nhớ và kỹ
năng nhận thức tiếp tục suy giảm, những thay đổi đáng kể về tính cách có thể xảy ra và
người bệnh cần được chăm sóc đặc biệt [40, 41]. Trong giai đoạn này, người chăm sóc
có thể muốn sử dụng các dịch vụ hỗ trợ, chẳng hạn như chăm sóc tinh thần, tập trung
vào việc mang lại sự thoải mái và phẩm giá cho người bệnh vào giai đoạn cuối đời. Chăm
sóc tinh thần có thể mang lại lợi ích to lớn cho những người mắc bệnh Alzheimer và các
chứng mất trí nhớ khác, cũng như gia đình của họ.
1.1.3. Nguyên nhân và cơ chế bệnh sinh

Alzheimer được coi là một bệnh đa yếu tố liên quan đến một số yếu tố nguy cơ dẫn
đến AD như tuổi tác ngày càng tăng, yếu tố di truyền, chấn thương đầu, bệnh mạch máu,
nhiễm trùng và các yếu tố môi trường (kim loại nặng, kim loại vết và các yếu tố khác)
(Hình 2) [42].

Hình 2. Nguyên nhân gây bệnh Alzheimer [42]
Tính đến nay, nhiều giả thuyết về cơ chế bệnh sinh của Alzheimer đã được đề xuất

và nghiên cứu, nhằm tìm kiếm các phương pháp can thiệp và điều trị hiệu quả. Các giả
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thuyết nổi bật bao gồm: giả thuyết cholinergic (liên quan đến acetylcholin), giả thuyết
mảng bám amyloid (tích tụ amyloid beta), giả thuyết ion kim loại, giả thuyết tau (sự thay
đổi của protein tau), và giả thuyết lysosome (rối loạn chức năng lysosome) [43]. Mặc
dù chưa có giả thuyết nào giải thích đầy đủ cơ chế bệnh sinh của bệnh Alzheimer, nhưng
các giả thuyết hiện tại đã tạo nền tảng vững chắc cho việc nghiên cứu và phát triển các
phương pháp điều trị tiềm năng [8, 43].

Giả thuyết mảng bám amyloid
Giả thuyết mảng bám amyloid hiện nay vẫn được coi là giả thuyết trung tâm trong

cơ chế gây bệnh Alzheimer. Theo thuyết này, sự thoái hóa thần kinh trong AD gây ra
bởi sự tích tụ bất thường các mảng amyloid β (Aβ) trong các khu vực của não. Sự tích
tụ của các mảng Aβ hoạt động như một yếu tố kích hoạt bệnh lý cho một chuỗi tổn
thương dây thần kinh, hình thành các đám rối sợi thần kinh thông qua protein tau dẫn
đến rối loạn chức năng tế bào thần kinh và chết tế bào trong AD [44].
Các mảng Aβ hình thành do sự phân cắt protein tiền chất amyloid (APP) qua con đường
sinh amyloid [45]. Quá trình phân cắt APP phụ thuộc vào các enzym secretase và chia thành
hai con đường là: Con đường sinh amyloid (amyloidogenic pathway) và con đường không
sinh amyloid (non-amyloidogenic pathway) (Hình 3) [46].

Hình 3. Con đường chuyển hóa APP [46]
Con đường không sinh amyloid bắt đầu bằng sự phân cắt APP bởi α-secretase giải

phóng APP α hòa tan (sAPPα) ở ngoại bào và một đoạn 83 acid amin (CTF83) đầu C (C83)
vẫn được gắn vào màng sinh chất. Sự phân cắt đoạn CTF83 bởi γ-secretase kế tiếp sẽ giải
phóng một đoạn p3 nhỏ vào ngoại bào và để lại miền nội bào APP (AICD) vào tế bào chất.
sAPPα được báo cáo là góp phần vào sự phát triển của nơron thần kinh và kích hoạt con
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đường protein kinase hoạt hóa bằng mitogen (MAPK), con đường điều hòa tín hiệu ngoại
bào (ERK) [47].

Trong khi đó, con đường sinh amyloid bắt đầu bằng sự phân cắt APP bởi enzym β-
secretase (BACE) tạo APP hòa tan (sAPPβ) giải phóng vào ngoại bào và một đoạn đầu tận
C của APP lớn hơn có chiều dài 99 acid amin (CTF99). Sự phân cắt đoạn CTF99 bởi γ-
secretase kế tiếp sẽ giải phóng Aβ vào ngoại bào và AICD vào tế bào chất [46]. Sự lắng
đọng và tích tụ Aβ dẫn đến thoái hóa thần kinh thông qua hình thành các đám rối sợi thần
kinh và gây tổn thương hoặc chết tế bào thần kinh, từ đó ảnh hưởng đến trí nhớ và nhận thức
của bệnh nhân. Mảnh Aβ không tan có chiều dài từ 37 đến 42 acid amin, trong đó đáng chú
ý là mảnh Aβ40 và Aβ42. Mảnh Aβ42 kỵ nước hơn và dễ hình thành sợi hơn trong khi chỉ
chiếm khoảng 10 % tổng lượng Aβ peptid được tạo ra [45, 48, 49]. Các nghiên cứu in vivo
và in vitro đã chỉ ra rằng Aβ42 gây độc thần kinh nhiều hơn và có nhiều khả năng tổng hợp
thành các oligomer không hòa tan [50]. Các oligomer độc hại được tạo ra bởi sự tích lũy
Aβ kích hoạt một loạt các con đường gây bệnh khác của Alzheimer bao gồm tổn thương do
stress oxy hóa, viêm thần kinh và tăng phosphoryl hóa protein tau,... [49].

Giả thuyết cholinergic
Giả thuyết cholinergic là một trong những giả thuyết lâu đời nhất trong quá trình

nghiên cứu về AD [51]. Những nghiên cứu đầu tiên đặt nền tảng cho giả thuyết
cholinergic trong AD bắt đầu từ giữa những năm 1970. Những nghiên cứu này cho thấy
bệnh nhân Alzheimer có tình trạng giảm sút đáng kể enzym cholin acetyltransferase
(ChAT) - enzym tổng hợp acetylcholin (ACh) ở vùng vỏ não [44, 52, 53]. Hai dấu ấn
quan trọng khác của bệnh Alzheimer theo giả thuyết cholinergic là sự giảm khử cực dẫn
đến giảm giải phóng ACh vào khe synap và giảm thu hồi cholin ở khe synap cần thiết
cho quá trình tổng hợp ACh [54]. Từ đó dẫn tới suy giảm của chất dẫn truyền thần kinh
quan trọng trong quá trình bệnh sinh của Alzheimer là ACh. Những hệ quả này cho thấy
sự thoái hóa của các tế bào thần kinh và sự mất dẫn truyền thần kinh cholinergic liên
quan ở vỏ não và thần kinh trung ương đã góp phần gây ra bệnh, làm suy giảm đáng kể
chức năng nhận thức ở bệnh nhân Alzheimer [51].

Acetylcholin là chất dẫn truyền thần kinh đóng vai trò rất quan trọng trong hệ
thần kinh trung ương và ngoại biên. Trong hệ thần kinh trung ương, các tế bào thần kinh
cholinergic cùng chất dẫn truyền thần kinh ACh chịu trách nhiệm chủ chốt trong việc
điều hòa các chức năng và hoạt động sinh lý của hệ thống thần kinh bao gồm: sự tập
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trung, ghi nhớ, đáp ứng với stress, chu kỳ giấc ngủ và tiếp nhận thông tin từ các giác
quan [55, 56]. ACh được tổng hợp ở trong các nơron tiền synap từ cholin và acetyl-
coenzym A (acetyl-CoA) bởi enzym (ChAT), sau đó ACh được chuyển vào trong bọc
synap qua kênh vận chuyển ACh. Quá trình khử cực ở tiền synap thúc đẩy quá trình giải
phóng ACh từ bọc synap vào khe synap. Tại đây, ACh có thể gắn với các thụ thể
nicotinic hoặc muscarinic dẫn đến phản ứng kích thích hay ức chế dẫn truyền thần kinh.
Bên cạnh đó, ACh có thể nhanh chóng bị thủy phân và bất hoạt bởi enzym
achetylcholinesterase (AChE) tạo acetat và cholin. Cuối cùng, choline được thu hồi trở
lại tiền synap thông qua kênh vận chuyển cholin (CHT1) và tiếp tục quay lại quá trình
tổng hợp ACh (Hình 2) [54, 56].

Việc thiếu hụt ACh cũng làm giảm hoạt hóa của thụ thể muscarinic M1 dẫn tới
bất hoạt protein kinase C và enzym α-secretase, từ đó dẫn tới hoạt hóa enzym glycogen
synthase kinase-3β (GSK-3β) và enzym BACE-1 trong não bệnh nhân Alzheimer [57].
Việc giảm hoạt động α-secretase và tăng hoạt tính của BACE-1 làm thay đổi con đường
chuyển hóa amyloid beta (Aβ) protein dẫn tới hình thành mảng bám amyloid beta. Hơn
nữa, nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng việc hoạt hóa quá mức enzym glycogen synthase
kinase (GSK) có nhiệm vụ phosphoryl hoá protein tau dẫn tới hình thành đám rối sợi
thần kinh và nồng độ cao các oligome Aβ gây độc [57, 58]. Đối với thụ thể nicotinic,
tiểu đơn vị α7 của thụ thể nicotinic sẽ bị giảm sút đáng kể gây rối loạn chức năng các tế
bào thần kinh đệm – các tế bào có chức năng quan trọng trong việc điều hòa sự dẫn
truyền thần kinh, tạo môi trường đủ chất dinh dưỡng và oxy cho nơron và dọn sạch các
nơron chết [59]. Từ đó, các tế bào thần kinh đệm giải phóng một số cytokin như TNF-
α, IL-1β, IL-6… gây viêm lan rộng và tổn thương các khớp nối thần kinh, Các phản ứng
viêm quá mức dẫn đến việc hoạt hóa thụ thể NMDA, làm mở các kênh canxi (Ca²⁺) ở tế
bào thần kinh, gây khử cực tế bào thần kinh và độc tế bào. Từ đó tế bào thần kinh đệm
khi bị tổn thương cũng không thể dọn dẹp các tế bào thần kinh chết và các chất
độc như Aβ [60, 61]. Như vậy, từ những nghiên cứu trên đã cho thấy mối quan hệ phức
tạp giữa giả thuyết cholinergic và các giả thuyết liên quan cũng như các đặc điểm bệnh
lý đa dạng trong bệnh Alzheimer [58]. Chính vì vậy, giả thuyết cholinergic đã tạo ra một
cuộc cách mạng, thay đổi căn bản nghiên cứu về AD bằng cách chuyển từ những mô tả
về bệnh lý thần kinh học sang khái niệm hiện đại về quá trình truyền tín hiệu tại synap
[62]. Mặc dù bệnh Alzheimer thường gắn liền với giả thuyết về lắng đọng Aβ hay giả
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thuyết protein tau đã được nghiên cứu trong nhiều năm, cùng với các cơ chế bệnh lý
khác đang được khám phá gần đây, nhưng các phương pháp điều trị nhằm cải thiện chức
năng cholinergic vẫn giữ vai trò quan trọng trong việc quản lý điều trị AD [8].

Giả thuyết đám rối tau
Về mặt bệnh học thần kinh, AD được định nghĩa là sự hiện diện của các tổn

thương sợi thần kinh trong tế bào thần kinh được tạo thành do protein tau. Giả thuyết
tau cho rằng sự phosphoryl hóa quá mức hoặc bất thường của tau dẫn đến sự biến đổi
tau trưởng thành bình thường thành PHF-tau (sợi xoắn kép) và NFT (đám rối sợi thần
kinh) (Hình 5) [63, 64]. Đặc điểm nổi bật nhất của protein tau là sự hiện diện của một
miền liên kết vi ống bao gồm ba hoặc bốn lần lặp lại của 18 acid amin nằm ở nửa đầu
tận C của protein. Miền liên kết vi ống này tham gia vào quá trình trùng hợp và ổn định
vi ống. Phần đầu tận N của tau bao gồm các acid amin có tính acid cao. Tiếp theo là vùng
giàu prolin có thể tương tác với khung tế bào và màng sinh chất hoạt động như một
miếng đệm để giữ cho các vi ống sợi trục cách xa nhau và cũng có thể hoạt động như
một chất liên kết với các thành phần màng [44, 65].

Hình 4. Sự hình thành đám rối tau
Quá trình phosphoryl hóa protein tau được điều hòa phát triển từ bào thai đến

giai đoạn trưởng thành. Một số kinase tau có khả năng phosphoryl hóa quá mức tau như
glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β), protein kinase 5 (cdk5), protein phụ thuộc
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cAMP (PKA), protein kinase kích hoạt stress. Do đó ức chế các kinase là một phương
pháp để ngăn chặn sự lắng đọng của tau. Không giống với các kinase protein, các
phosphatase tau thúc đẩy quá trình khử phosphoryl hóa của tau. Việc điều chỉnh các
phosphatase tau là một cách tiếp cận khác để thúc đẩy quá trình khử phosphoryl hóa tau
[44]. Phosphoryl hóa tau cũng có thể làm trầm trọng thêm quá trình sản xuất Aβ trong
sợi trục thông qua sự phá vỡ các vi ống, làm tăng sự tích lũy APP và BACE [66].

Giả thuyết ion kim loại
Giả thuyết ion kim loại trong cơ chế bệnh sinh của AD cũng đang được nhiều

nhà nghiên cứu quan tâm. Các ion kim loại có nhiều vai trò quan trọng bao gồm vai trò
là chất dẫn truyền thần kinh thứ hai trong tín hiệu tế bào, ổn định cấu trúc protein, xúc
tác phản ứng enzym và vận chuyển oxy khắp cơ thể. Tuy nhiên nồng độ cao các ion kim
loại (Cu, Fe, Al, Zn) được báo cáo có trong các mô não sau khi chết của bệnh nhân
Alzheimer [67].

Hình 5. Tác động của kim loại thiết yếu trong AD



19

Trong não bệnh AD, tình trạng mất cân bằng kim loại thiết yếu dường như có
liên quan đến cơ chế sinh bệnh của AD. Suy giảm chức năng APP, có trong AD, có thể
gây ra tình trạng tăng nồng độ Fe2+ và Cu2+ nội bào và ngoại bào, đồng thời làm giảm
Cu+ ngoại bào, do đó thúc đẩy sự tích tụ của chúng. Lượng Fe2+ và Cu2+ quá mức làm
tăng stress oxy hóa thông qua sản xuất ROS. Ngoài ra, sắt, đồng và kẽm có ái lực liên
kết cao hơn với Aβ và có thể thúc đẩy sự kết tụ của nó. Sắt, đồng và kẽm tăng cao ở tế
bào thần kinh cũng liên kết với protein tau và tạo điều kiện cho sự hình thành NFT. Do
đó, lượng kim loại nặng dư thừa được tìm thấy trong các mảng bám và NFT. Sự mất cân
bằng nội môi của các kim loại thiết yếu trong không gian ngoại bào gây ra hoạt hóa tế
bào vi giao và tế bào hình sao, tiếp theo là sản xuất quá mức các cytokine tiền viêm như
IL-1β và TNF-α (Hình 6) [68].

Sự hiện diện của các kim loại không thiết yếu như chì, nhôm và cadmium có tác
dụng gây độc thần kinh lên não, làm trầm trọng thêm bệnh AD. Tiếp xúc với chì làm
tăng biểu hiện APP và BACE1 và phá vỡ chức năng của tế bào vi giao, cùng với đó làm
tăng sản xuất Aβ và hình thành mảng bám. Nhôm nội bào tăng sẽ cạnh tranh vị trí liên
kết sắt trong yếu tố đáp ứng với sắt; kết quả là, Fe2+ tích tụ và làm tăng sản xuất ROS.
Nhôm cũng tích tụ trong các tế bào thần kinh mang NFT. Ngoài ra, nhôm có thể liên kết
với Aβ và gây ra sự kết tụ của nó. Cadmium cũng liên kết với Aβ và tham gia vào sự
hình thành mảng bám. Tiếp xúc với kim loại nặng gây ra hoạt hóa tế bào vi giao và tế
bào hình sao và sau đó làm tăng sản xuất các protein tiền viêm, bao gồm IL-1β, IL-8,
TNF-α, IL-6 và iNOS.

Ngoài ra, các nghiên cứu đã chứng minh rằng cân bằng nội môi calci tế bào đóng
vai trò then chốt trong việc điều chỉnh nhiều chức năng của tế bào thần kinh bao gồm sự
phát triển và biệt hóa tế bào thần kinh, độ dẻo của khớp thần kinh, học tập và ghi nhớ.
Trong các mô hình thí nghiệm Alzheimer, lượng calci trong tế bào thần kinh tăng cao
và từ đó kích hoạt các quá trình bệnh lý tiếp theo của Alzheimer [69]. Do đó, giảm nồng
độ kim loại dư thừa trong não bằng các tác nhân thải sắt là một trong những phương
pháp điều trị hợp lý để điều trị AD [67].

Giả thuyết lysosome và tự thực
Tự thực là quá trình tế bào sử dụng để loại bỏ các thành phần bị hư hỏng hoặc

không cần thiết, bao gồm các protein bị sai lệch cấu trúc như tau và Aβ. Quá trình này
bao gồm việc hình thành các autophagosome, sau đó hợp nhất với lysosome để phân
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hủy các chất bên trong [43, 70, 71]. Quá trình tự thực phân hủy và tái chế các thành phần
tế bào thông qua hệ thống lysosome được mô tả ở Hình 6.

Hình 6. Quá trình tự thực thông qua hệ thống lysosome [71]
Quá trình này gồm 5 giai đoạn. Khởi đầu tự thực (Hình 6-A): (nhận diện tế bào

bị tổn thương: ty thể, protein sai cấu trúc LC3, Atg). Quá trình tự thực bắt đầu với sự
hình thành phagophore (màng tiền thân của autophagosome). Hình thành
autophagosome (Hình 6-B): Phagophore mở rộng và thu nhận các thành phần cần loại
bỏ như LC3 và Atg protein, tạo thành autophagosome. Hợp nhất và tách (Hình 6-C):
Autophagosome hợp nhất với lysosome và các protein LC3 tách ra khỏi màng. Phân
hủy (Hình 6-D): Autolysosome thu được chứa các hyrdolase axit hoạt động phân hủy
thành phần tế bào chất được bao bọc. Phân giải (Hình 6-E): Quá trình hoàn thành
autophagy được đánh dấu bằng quá trình tiêu hóa autophagosome và thành phần
autophagosome đồng thời giải phóng các axit amin và các sản phẩm chuyển hóa khác
(APP, protein tiền chất amyloid, LC3, chuỗi nhẹ protein liên kết với
phosphatidylethanolamine gắn với autophagosome; PS1, presenilin 1).

Giả thuyết lysosome và tự thực cho rằng sự suy giảm chức năng của hệ thống tự
thực và lysosome đóng vai trò quan trọng trong cơ chế bệnh sinh của bệnh Alzheimer
(AD) [70-72]. Thực bào đóng vai trò là cơ chế dị hóa duy nhất để phân hủy các bào quan
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và các tập hợp protein. Ngày càng có nhiều bằng chứng cho thấy rối loạn chức năng tự
thực trong bệnh Alzheimer (AD) và các bệnh thoái hóa thần kinh khác liên quan đến
quá trình xử lý và tích tụ protein sai. Trong điều kiện sinh lý, hệ thống tự thực/lysosome
tái chế hiệu quả các bào quan và protein nền. Tuy nhiên, chức năng tự thực giảm dẫn
đến tích tụ protein và các túi tự thực và lysosome. Các túi này chứa các hydrolase
lysosome độc ​​hại cũng như bộ máy tế bào thích hợp để tạo ra Aβ, thành phần chính của
mảng bám của AD [71].

Việc khôi phục chức năng của hệ thống tự thực và lysosome được xem là một
chiến lược điều trị tiềm năng cho AD. Một số nghiên cứu đang tập trung vào việc kích
hoạt các yếu tố như TFEB, một yếu tố phiên mã điều hòa quá trình tự thực và sinh
lysosome, để tăng cường khả năng phân hủy protein tau và Aβ [72].

Ngoài các giả thuyết trên, ngoại trừ giả thuyết di truyền, giả thuyết rối loại chức
năng ty thể và stress oxy hóa, giả thuyết viêm thần kinh đều có nguyên nhân dẫn đến sự
hình thành mảng bám và đám rối sợi thần kinh, đặc trưng của bệnh Alzheimer [73, 74].

Hình 7. Quá trình hình thành bệnh Alzheimer theo giải thuyết stress oxy hóa [73]
Trong số giả thuyết của bệnh Alzheimer, giả thuyết cholinergic, giả thuyết mảng bám
amyloid và giả thuyết tau là ba hướng được nghiên cứu nhiều nhất và giữ vai trò trung
tâm trong phát triển thuốc. Phần lớn các thuốc được FDA phê duyệt hoặc cấp phép sử
dụng trong điều trị Alzheimer như donepezil, rivastigmin, galantamin (ức chế
acetylcholinesterase) và aducanumab, lecanemab (kháng thể chống amyloid-beta) đều
dựa trên giả thuyết cholinergic và amyloid. Tuy nhiên, do cơ chế bệnh lý Alzheimer rất



22

phức tạp và có tính đa yếu tố, việc kết hợp nhiều hướng tiếp cận dựa trên các giả thuyết
khác nhau đang là xu hướng phát triển thuốc hiện đại và cá thể hóa điều trị.
1.2. Enzym acetylcholinesterase

Acetylcholinesterase (AChE) là một esterase thuộc họ enzym carboxylesterase
chủ yếu được tìm thấy ở ở trong các tế bào hồng cầu và đặc biệt là trong hệ thần kinh
trung ương tại các mối nối thần kinh cơ và synap cholinergic. Theo danh pháp quốc tế
AChE mang mã số EC 3.1.1.7, có cấu trúc 3D ở Hình 8 [75].

Hình 8. Cấu trúc 3D của AChE
Trong cơ thể AChE được tổng hợp chủ yếu tại thân tế bào thần kinh, đặc biệt ở

các neuron cholinergic thuộc cả hệ thần kinh trung ương (não, tủy sống) và ngoại biên
(hạch thần kinh, synap thần kinh cơ). Sau đó được glycosyl hóa và đóng gói trong bộ
máy Golgi và được vận chuyển đến các vị trí hoạt động, đặc biệt là màng sau synap
(postsynaptic membrane) của synap thần kinh cholinergic [76].

AChE cỏ khả năng phân hủy hoặc thủy phân acetylcholine (ACh), một chất dẫn
truyền thần kinh tự nhiên, thành acid axetic và choline làm chấm dứt quá trình truyền
tín hiệu và truyền dẫn thần kinh giữa các synap để ngăn chặn sự phân tán ACh và kích
hoạt các thụ thể gần đó. (Hình 4) [54, 56]. Việc suy giảm nhận thức trong AD chủ yếu
là do sự thiếu hụt ACh dẫn tới giảm dẫn truyền thần kinh [77]. Ngoài ra, AChE còn đóng
vai trò là yếu tố gieo mầm hoặc nhân hấp thụ vào quá trình kết tụ Aβ tạo ra và kéo dài
các sợi amyloid, AChE liên kết chặt chẽ với amyloid có khả năng gây tổn thương não
cao hơn so với các sợi Aβ riêng lẻ [78, 79]. Do đó, nhiều chiến lược nhằm làm tăng nồng
độ ACh trong khe synap để tăng dẫn truyền thần kinh đã nhắm tới mục tiêu ức chế hoạt
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động của AChE [80]. Từ đó, AChE đã trở thành một đích tác dụng tiềm năng, thu hút
việc nghiên cứu và tạo ra thuốc mới ức chế enzym này trong điều trị AD [80].
1.2.1. Cấu trúc của acetylcholinestera

Cấu trúc AChE đầu tiên được tinh chế từ loài cá đuối điện Torpedo californica
vào năm 1991 và được mô tả bởi Joel Sussman và các cộng sự. Cấu trúc của AChE trong
các cơ quan của Torpedo californica (TcAChE) tương tự như trong dây thần kinh và các
cơ quan trong cơ thể người và có kích thước khoảng 45x60x65 Å [81, 82]. Trong cấu
trúc có một lòng kênh dài, hẹp, rộng khoảng 5 Å và sâu 20 Å kéo dài từ bề mặt của enzym
đến phần đáy của nó, lòng kênh có chứa 14 acid amin thơm chiếm khoảng 40% diện tích
bề mặt, bao gồm Trp84, Trp233, Trp279, Trp432, Tyr70, Tyr121, Tyr130, Tyr334,
Tyr442, Phe120, Phe288, Phe290, Phe330 và Phe331 (TcAChE) [83, 84]. Vùng lòng
kênh này nằm giữa vùng ngoại biên (PAS) ở miệng kênh và vùng trung tâm hoạt động
(CAS) ở phía đáy của enzym (Hình 9) [83, 84]. Vùng CAS của AChE được chia ra thành
4 phân vùng nhỏ là phân vùng “esteratic”, phân vùng “anionic”, túi acyl và lỗ oxyanion.
Phản ứng thủy phân ACh được diễn ra tại phân vùng “esteratic”, chứa 3 acid amin là
Ser200, His440 và Glu327 (TcAChE), hoặc Ser203, His447 và Glu334 đối với AChE
ở người (hAChE) tham gia vào quá trình chuyển nhóm acetyl từ acetylcholin sang
Ser200 [81].

I II
Hình 9. Minh họa cấu trúc của AChE (I) và trung tâm hoạt động CAS (II)
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Bên cạnh đó, vùng CAS còn có phân vùng “anionic” chứa các acid amin như
Trp84, Tyr130, Phe330 và Phe331 (TcAChE) hoặc Trp86, Tyr133, Tyr337 và Phe338
(hAChE) có vai trò liên kết nhóm amoni bậc bốn của chất nền bằng các tương tác cation-
π và cho phép liên kết với các chất ức chế [85]. Túi acyl có chứa các acid amin Phe288,
Phe290 (TcAChE) hay Phe295, Phe297 (hAChE), phần này chịu trách sự chọn lọc cơ
chất gắn vào trung tâm hoạt động bằng cách ngăn chặn sự tiếp cận của các cholin este
có kích thước lớn hơn [86]. Ngoài ra, AChE còn chứa lỗ oxyanion có các acid amin như
Gly118, Gly119, Ala201 (TcAChE) hay Gly121, Gly122 và Ala204 (hAChE), vị trí này
đóng vai trò tạo liên kết hydro bền vững giúp ổn định trạng thái chuyển tiếp dạng tứ diện
của phức hợp giữa enzym và cơ chất [87].

Vùng ngoại biên (PAS) của AChE bao gồm năm acid amin thơm Tyr70, Asp72,
Tyr121, Trp279 và Tyr334 (TcAChE) hoặc Tyr72, Asp74, Tyr124, Trp286 và Tyr341
(hAChE) nằm tập trung ở lối vào lòng kênh chứa trung tâm hoạt động, vì vậy vùng PAS
có khả năng hình thành nhiều loại tương tác như tương tác cation-π, tương tác xếp chồng
π-π. Đặc biệt là tương tác cation-π có vai trò quan trọng trong quá trình xúc tác phản ứng
thủy phân ACh, các acid amin tương tác cation-π với phần cholin của ACh bắt giữ tạm
thời ACh trên bề mặt của enzym.

Chức năng và thành phần các acid amin quan trọng tại các vùng gắn kết của AChE
được tóm tắt ở Bảng 1 [75].
Bảng 1. Vị trí, chức năng và thành phần các acid amin quan trọng tại các vùng gắn kết

của AChE.

Vùng Khu vực/ acid
amin Vai trò

Xúc tác (Catalytic
Active Site - CAS)
Nằm ở đáy của một
khoang tác động
hẹp (khoảng 5 Å)
và sâu (khoảng 20
Å)

Esteratic: Ser203,
His447, Glu334 Phân hủy ACh
Lỗ oxyanion:
Gly121, Gly122,
Ala204

Ổn định phức trung gian được hình thành
bằng cách tiếp nhận oxy trên nhóm
carbonyl của acetylcholin

Túi acyl: Trp236,
Phe295, Phe297

Ổn định nhóm methyl của cấu tử acetat
trong quá trình xúc tác và đóng vai trò quan
trọng trong tính chọn lọc cơ chất cho
enzym

Anionic: Trp86,
Glu202, Phe338

Ổn định điện tích dương của phối tử bằng
tương tác tĩnh điện với Glu202 và đặc biệt
các tương tác với electron π của nhân thơm
Trp86 và Phe338

Vùng ngoại biên
(Peripheral
Anionic Site –

Tyr72, Asp74,
Tyr124, Glu285,
Trp286, Tyr341

Thúc đẩy sự kết tập các mảng b-amyloid
đồng thời biến đổi chức năng synap của
các tế bào thần kinh hải mã
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PAS)
Nằm ở lối vào của
khoang tác động
Ala: alanin, Asp: aspartat, Ser: serin, His: histidin, Glu: glutamat, Gly: glycin, Ala:
alanin, Trp: tryptophan, Phe: phenylalanin, Tyr: tyrosin.
1.2.2. Cơ chế thủy phân acetylcholin của acetylcholinestera

Dựa vào kết quả thông qua nghiên cứu mô phỏng động lực học phân tử thu được
quá trình xúc tác phản ứng thủy phân ACh ở vùng CAS trải qua 2 giai đoạn là acyl hóa
và deacyl hóa. Trong giai đoạn acyl hóa, nguyên tử N trong His447 lấy H của Ser203
tạo tác nhân ái nhân O- ở Ser203, sau đó tác nhân này tấn công vào C=O trong chức este
của ACh tạo thành sản phẩm trung gian dạng tứ diện (Tl1) cuối cùng tạo ra sản phẩm
este giữa Ser203 với acid acetic (EA1) và giải phóng cholin. Ở giai đoạn deacyl hóa,
nguyên tử O trong phân tử nước tấn công vào C=O của EA1 và trao đổi proton với
His447 tạo sản phẩm trung gian tứ diện (Tl2). Sau cùng, sự trao đổi proton giữa -
OSer203 và His447-H và phân bố lại điện tích tạo ra acid acetic và trả lại enzym AChE
ban đầu (Hình 10) [88].

Giai đoạn acyl hóa

Giai đoạn deacyl hóa

Hình 10. Cơ chế phản ứng thủy phân ACh xúc tác AChE [88]
1.2.3. Chất ức chế acetylcholinestera

Các chất ức chế acetylcholinesterase (AChEI) có vai trò trong việc làm giảm thủy
phân ACh, khiến tăng nồng độ của ACh trong khe synap, giúp tăng khả năng dẫn truyền
thần kinh. Từ đó, AChEI có thể cải thiện một số chức năng về nhận thức và hành vi của
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bệnh nhân mắc AD [89]. Theo cơ chế tác động, AChEI có thể được chia làm hai nhóm:
ức chế thuận nghịch và ức chế không thuận nghịch (Bảng 2). Các chất ức chế không
thuận nghịch thường là các hợp chất organophosphorus (OP), các OP phát huy tác dụng
bằng cách phosphoryl hóa không hồi phục AChE, dẫn tới sự kích thích quá mức các thụ
thể nicotinic và muscarinic gây ra ngộ độc cấp tính và ảnh hưởng nghiêm trọng đến hệ
thần kinh trung ương. Các chất ức chế không thuận nghịch thường được sự dụng trong
nông nghiệp với tác dụng làm thuốc trừ sâu hoặc thuốc diệt cỏ. Trong khi các chất ức
chế thuận nghịch tạo các tương tác hoặc liên kết yếu với AChE và dễ dàng bị phá vỡ, trả
lại chức năng bình thường của enzym. Do đó, AChEI thuận nghịch được sử dụng trong
AD để điều trị các triệu chứng liên quan đến trí nhớ, tư duy và các quá trình tư duy khác
[89].

Bảng 2. Một số chất ức chế AChE
Chất ức chế AChE thuận nghịch Chất ức chế AChE không thuận nghịch

Donepezil Malathio

Rivastigmin Soman

Tacrin Cyclosarin

Galatamin Ethyl paraoxon

Để thiết kế các hợp chất ức chế AChE hiệu quả cần xem xét sự tương tác của các
hợp chất tiềm năng với ba phần cấu trúc quan trọng trong AChE, bao gồm: vùng trung
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tâm hoạt động (CAS), vùng ngoại biên (PAS) và vùng lòng kênh hẹp. Nhiều nghiên cứu
tìm ra các hợp chất tiềm năng ức chế AChE dựa trên ba phần cấu trúc này [90, 91].

Năm 2023, Nafisah M. Al-Rifai và các cộng sự đã công bố 20 hợp chất mới ức
chế AChE sử dụng donepezil và curcumin làm chất dẫn đường. Phần benzyl piperidin
của donepezil có thể được proton hóa ở pH sinh lý và tương tác với cùng CAS của AChE,
trong khi curcumin được cho là có tương tác với vùng PAS của AChE. Từ đó, một khung
cấu trúc mới được thiết kế ra và được tổng hợp với sự thay đổi các nhóm thế trên hai
vòng benzyl tạo ra 20 hợp chất mới. Kết quả thử hoạt tính ức chế AChE với chứng dương
donepezil (IC50 = 14 ± 0,12 nM) thu được hai dẫn chất KL1 và KL2 (Hình 11) có khả
năng ức chế tốt AChE với IC50 lần lượt là 17 ± 0,17 nM và 16 ± 0,24 nM. Qua kết quả
mô phỏng docking phân tử, KL1 và KL2 tương tác với AChE thông qua phần cấu trúc
benzyl piperidin tương tác xếp chồng π-π với Tyr84 và tương tác cation-π với Phe330
ở vùng CAS, phần vanillin tương tác xếp chồng π-π với Trp279 ở vùng PAS. Kết quả
này cho thấy các hợp chất KL1 và KL2 tương tác với AChE cả ở vùng CAS và vùng
PAS giống với donepezil [92]. Một nghiên cứu khác của Da-Yong Peng và cộng sự đã
thiết kế và tổng hợp các hợp chất ức chế AChE dựa trên khung indol cho thấy hợp chất
KL3 vàKL4 (Hình 1) có hoạt tính ức chế tốt với IC50 lần lượt là 9,40 ± 0,80 nM và 6,50
± 0,90 nM với chứng dương là tacrin (IC50 = 32,12 ± 2,12 nM).

KL1 KL2

KL3 KL4
Hình 11. Cấu trúc của bốn dẫn chất KL1, KL2, KL3 và KL4

Các hợp chất tương tác tốt với AChE không chỉ thông qua tương tác xếp chồng
π-π với Trp286 ở PAS và Trp86 ở CAS mà còn có 4 liên kết hydro, bao gồm: nguyên tử
oxy trong nhóm chức amid với Ser125, oxy trong nhóm cacbonyl tạo hai liên kết hydro
với Glu202 và một liên kết với Gly121 (Hình 12) [93].
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Hình 12. Mô phỏng docking phân tử giữa KL4 và AChE
Một nghiên cứu khác của Pilar Muñoz-Ruiz và cộng sự công bố 24 dẫn chất mang

khung tacrin và indol mới có tiềm năng trong ức chế AChE. Phần vòng tacrin trên các
dẫn chất này tương tác với AChE ở vùng CAS thông qua tương tác xếp chồng π-π với
các vòng thơm của Trp84 và Tyr330, vòng indol tương tác với vùng PAS qua tương tác
xếp chồng π-π với Trp279. Trong đó, kết quả thử hoạt tính của 6 hợp chất (Hình 13) cho
thấy ảnh hưởng độ dài và cấu trúc của cầu nối ảnh hưởng đến khả năng ức chế AChE,
các hợp chất KL5 đến KL9 có độ dài của cầu nối giữa 2 vòng thơm tăng dần, hợp chất
KL6 có hoạt tính cao gấp 200 lần so với KL5.

KL5 (IC50 = 4 nM) KL6 (IC50 = 0,02 nM)

KL7 (IC50 = 0,06 nM) KL8 (IC50 = 0,5 nM)

KL9 (IC50 = 4,4 nM) KL10 (IC50 = 2,9 nM)
Hình 13. Cấu trúc và IC50 của các hợp chất KL5-10

Tuy nhiên, từ hợp chất KL6 đến hợp chất KL9 lại cho hoạt tính ức chế AChE
giảm dần, điều này cho thấy lòng kênh hẹp của enzym acetylcholinesterase có độ dài
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nhất định và các cầu nối có độ dài phù hợp để 2 vòng thơm gắn tốt nhất với vị trí CAS
và PAS của enzym sẽ cho hoạt tính tốt nhất. Ngoài ra, giữa hai hợp chất KL7 và KL10,
khi thay nhóm CH2 bằng nhóm NCH3 cồng kềnh hơn thì khả năng ức chế AChE giảm,
điều này cho thấy cầu nối cồng kềnh sẽ giảm khả năng chất ức chế vào trung tâm hoạt
động [94].
Như vậy, từ các nghiên cứu nêu trên có thể thấy đặc điểm quan trọng trong cấu trúc của
một chất ức chế AChE hiệu quả, bao gồm:

- Phần liên kết với vùng CAS và PAS: thường là các vòng thơm hay các nguyên
tử có khả năng tạo liên kết như tương tác xếp chồng π-π, liên kết hydro, …

- Cầu nối liên kết giữa hai phần cấu trúc gắn với vùng CAS và PAS có độ dài và
cấu trúc phù hợp với lòng kênh hẹp của AChE.

1.3. Hoạt tính ức chế AChE của các dẫn chất chứa vòng tertrazol, vòng naphthalen
và nhóm chức amid
1.3.1. Hoạt tính ức chế AChE của các dẫn chất chứa vòng tetrazol

Tetrazol là một hợp chất dị vòng năm cạnh chứa một nguyên tử cacbon và bốn
nguyên tử nitơ với đặc điểm cấu trúc phẳng giàu electron polynitrogen. Cấu trúc đặc
biệt này giúp các dẫn xuất tetrazol ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực y học, nông
nghiệp, khoa học vật liệu, … [95].

Hình 14. Đồng phân cấu trúc của vòng tetrazol
Về mặt lý thuyết, có ba đồng phân tetrazol: 1H - tetrazol (1), 2H - tetrazol (2) và

5H - tetrazol (3) (Hình 14). Các tetrazol thế tồn tại dưới dạng đồng phân đồng
phân 1H- và 2H- gần như theo tỷ lệ 1:1 và có thể phân biệt bằng phổ cộng hưởng từ hạt
nhân [95].

Nhóm chức tetrazol thường được coi là đồng phân sinh học (biosomer) của acid
carboxylic [11], cấu trúc độc đáo này đã thu hút được nhiều sự quan tâm của các nhà
khoa học về các ứng dụng tiềm năng của chúng trong lĩnh vực sinh dược học như thuốc
chống tăng huyết áp, chống dị ứng, kháng sinh và chống co giật … . Vì vậy, số lượng
ấn phẩm về các loại thuốc mới và các hợp chất hoạt tính sinh học đầy hứa hẹn có chứa
vòng tetrazol đã tăng đáng kể trong bảy năm qua, 1990–2023 (6511 ẩn phẩm được
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Scopus phân tích) trong đó tập trung chủ yếu ở lĩnh vực hóa học, hóa sinh, hóa dược,
dược lý [96]. Tính đến năm 2019 đã có hơn 20 loại thuốc được FDA cấp phép có chứa
nhóm tetrazol [97].

Trong những năm gần đây, nhiều nghiên cứu đã được tiến hành với mục đích
tổng hợp các dẫn chất và đồng phân sinh học của tetrazol, đồng thời đánh giá hoạt tính
ức chế AChE. Các nghiên cứu đã góp phần khẳng định hoạt tính sinh học của các dẫn
chất tetrazol và khả năng ứng dụng của các dẫn chất này trong điều trị Alzheimer. Một
nghiên cứu vào năm 2014 đã tổng hợp và sàng lọc hoạt tính kháng AChE của 14 dẫn
chất của 2-((1-methyl-1H-tetrazol-5-yl) thio)-1-(R-phenyl) etan-1-on. Trong số 14 dẫn
chất này, chất DC3a và DC3b (Hình 15) thể hiện khả năng ức chế AChE tốt nhất với
phần trăm ức chế ở nồng độ 1 mM và 0,1 mM lần lượt là 29,56 %; 14,53 % và
24,38 %; 12,96 % so sánh với khả năng ức chế AChE tương ứng của chứng dương
donepezil là 99,01 % và 95,52 % ở nồng độ 1 mM và 0,1 mM [60].

Hình 15. Cấu trúc của các dẫn chất DC3a-b
Năm 2017, Yurttaş, Leyla và cộng sự đã tổng hợp các dẫn chất N′-arylidene-2-

[(tetrazol-5-yl)thio] butanohydrazid mới và thử hoạt tính ức chế AChE. Chất N′-(2-
nitrobenzylidene)-4-[(1-phenyl-1H-tetrazol-5-yl)thio] butanoylhydrazid thể hiện khả
năng ức chế AChE tốt nhất với giá trị IC50 là 54,67 ± 0,58 µM so với chứng dương là
galantamin với IC50 = 0,56 ± 0,04 µM [9]. Một nghiên cứu khác về tổng hợp các dẫn
chất tetrazol vào năm 2018, đã thu được hai dẫn chất DC4a, DC4b (Hình 16) có khả
năng ức chế AChE tốt với giá trị IC50 lần lượt là 1,75 µM và 1,84 µM so với chứng là
donepezil.HCl có IC50 = 7,78 nM [61]. Năm 2024, Niels V. Heise cùng cộng sự công
bố kết quả tổng hợp và thử hoạt tính ức chế AChE của 5 dẫn chất mang khung tetrazol
mới, kết quả thử hoạt tính sinh học cho thấy cả 5 dẫn chất tổng hợp được đều cho hoạt
tính ức chế AChE ở nồng độ 10 µM. Trong đó, dẫn chất DC5 (Hình 16) có khả năng ức
chế AChE tốt nhất là 96,8 %, cao hơn chất chứng dương là galantamin (88,9 % ở nồng
độ 10 µM). Ngoài ra, các nghiên cứu khác bao gồm: nghiên cứu của Kushwaha tổng
hợp các dẫn chất có khung benzofuran-tetrazol mới [8], nghiên cứu của Hameed và cộng
sự tổng hợp các dẫn chất của tetrazol mang khung 1,2,5,6-tetrahydronicotinonitril [62]
đều thu được các dẫn chất tetrazol có hoạt tính ức chế enzym AChE. Nghiên cứu của
Hameed, chỉ ra dẫn chất DC6 (Hình 16) có khả năng ức chế AChE tốt nhất ở với IC50
= 2,01 ± 0,027 µM so với đối chứng dương là donepezil có IC50 = 0,019 ± 0,002 µM
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[62]. Bên cạnh đó, các dẫn chất tetrazol còn có hoạt tính ức chế enzym cholinesterase
khác là pseudocholinesterase [62, 63] và khả năng tương tác với các mục tiêu sinh học.
Với các đặc điểm trên, nghiên cứu thiết kế và tổng hợp các dẫn chất tetrazol mới đa chức
năng hướng tác động lên nhiều cơ chế gây bệnh Alzheimer và nâng cao hiệu quả điều
trị bệnh đang ngày được các nhà khoa học quan tâm [8, 9, 60-62, 64].

Hình 16. Cấu trúc của các dẫn chất DC4a-b, DC5, DC
1.3.2. Hoạt tính ức chế AChE của các dẫn chất chứa vòng naphtalen

Naphthalen là hệ vòng thơm có 10 carbon được phát hiện lần đầu tiên bởi nhà hoá
học người Scotland, Alexzander Garden vào năm 1819 và đến năm 1826, công thức
phân tử của nó (C10H18) đã được công bố bởi Michael Faraday [15]. Trong nhiều thập
kỷ qua, cấu trúc naphthalen được chứng minh là nền tảng hiệu quả để tổng hợp các hợp
chất mới có thể có nhiều ứng dụng sinh học và lâm sàng. Nhiều hợp chất mang cấu trúc
naphthalen đã được công nhận có tác dụng chống ung thư, kháng khuẩn, chống
viêm, kháng virus, hạ huyết áp, điều trị đái tháo đường và chống thoái hóa thần kinh
[20]. Bên cạnh đó, nhiều dẫn chất có nguồn gốc từ naphthalen như podophyllotoxin
(Etoposid), rifampicin và naproxen đã được sử dụng rỗng rãi trong điều trị [98]. Nhờ
cấu trúc linh hoạt và hoạt tính sinh học phong phú, naphthalen đã trở thành yếu tố quan
trọng trong nghiên cứu và phát triển thuốc, mở ra nhiều tiềm năng trong thiết kế các ứng
cử viên mới mạnh mẽ hơn, hiệu quả hơn và ít tác dụng phụ hơn [15].

Năm 2019, nhóm nghiên cứu của Tarana Umar đã tổng hợp các dẫn chất mang
khung naphthalen hướng ức chế AChE (Hình 17) và thu được hai hợp chất có khả năng
ức chế ở nồng độ micromol là TQ8 (IC50 = 0,014 ± 0,01 μM) và TQ9 (IC50 = 0,0086 ±
0,02 μM) [21]. Vào năm 2023, M. Abdullaha đã công bố 7 hợp chất mang khung
naphthalen mới, trong đó dẫn chất có hoạt tính cao nhất đó là TQ10 với phần trăm ức
chế AChE là 93,21 ± 1,42 %, cao gần bằng hoạt tính ức chế của chứng dương donepezil
(98,36 ± 1,52 %) ở cùng nồng độ 1 μM. Kết quả mô phỏng docking với hAChE cho thấy
vòng naphthalen của TQ10 có khả năng làm tăng tương tác với enzym thông qua liên
kết π-π với hợp phần thơm của Trp286 tại vùng PAS [99].
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Hình 17. Một số dẫn chất ức chế AChE mang khung naphthalen
1.3.3. Hoạt tính ức chế AChE của các dẫn chất chứa nhóm chức amid

Nhóm chức amid xuất hiện trong một số hợp chất có tác dụng sinh học do nhóm
chức này giúp tăng khả năng tương tác của các hợp chất đó với mục tiêu sinh học do khả
năng tạo liên kết hydro của nhóm chức này [100-102]. Năm 2020, Yan Guo và cộng sự
công bố 22 hợp chất chứa nhóm chức amid ở cầu nối 2 vòng thơm, trong đó có hợp chất
KL14 (IC50 = 0,39 ± 0,04 μM) (Hình 18) thể hiện hoạt tính ức chế AChE tốt nhất. Dựa
vào kết quả mô hình docking phân tử, nhóm chức amid cho thấy khả năng tạo liên kết
hydro với Phe295, trong khi vòng 2-oxoindoline có tương tác gắn với vùng CAS [103].
Hợp chất KL15 (IC50 = 24,33 ± 8,73 nM) (Hình 18) có hoạt tính ức chế AChE tốt được
công bố năm 2022 cũng cho thấy khả năng tạo liên kết hydro tốt của nhóm chức amid
cạnh vòng pyridin với Phe295 [104].

KL14
IC50 = 0,39 ± 0,04 μM

KL15
IC50 = 24,33 ± 8,73 nM

Hình 18. Cấu trúc và IC50 của hợp chất KL14 và KL15
Như vậy, thông qua các thông tin về cấu trúc của AChE, phần cấu trúc cần thiết

của một chất ức chế enzym này, tiềm năng ức chế AChE của các dẫn chất mang khung
cấu trúc chứa vòng tetrazol, vòng naphthalen và nhóm amid, nhóm nghiên cứu tiến hành
đề tài “Tổng hợp một số dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-
yl)-2H-tetrazol-2-yl) và đánh giá tác dụng ức chế acetylcholinesterase định hướng
điều trị bệnh Alzheimer”.
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PHẦN 2. THỰC NGHIỆM
2.1. Nguyên liệu và thiết bị nghiên cứu
2.1.1. Nguyên liệu sử dụng trong nghiên cứu

Các dung môi, hóa chất dùng trong nghiên cứu chủ yếu có nguồn gốc từ một số
quốc gia như Đức, Ấn Độ, Mỹ, Nhật Bản và Trung Quốc. Các hóa chất này được sử
dụng trực tiếp mà không cần qua tinh chế thêm và được trình bày trong bảng sau:

Bảng 3. Các nguyên liệu sử dụng trong nghiên cứu
STT Tên nguyên liệu Nguồn gốc

1 Naphthalen-2-carbonitril Trung Quốc
2 Methyl 5-cloropentanoat Trung Quốc
3 Anilin Đức
4 2-cloroanilin Đức
5 3-cloroanilin Đức
6 4-cloroanilin Đức
7 4-bromoanilin Đức
8 Na2CO3 Trung Quốc
9 NaOH Trung Quốc
10 HCl Trung Quốc
11 Methanol Trung Quốc
12 N,N-dimethylformamid (DMF) Trung Quốc
13 Dicloromethan (DCM) Trung Quốc
14 Ethyl acetat (EA) Trung Quốc
15 n-hexan Trung Quốc
16 Bản mỏng silica gel 60 F254 Đức
17 Silica gel Đức

18 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3 ethylcarbodiimid
hydroclorid (EDC.HCl) Trung Quốc

19 Hydroxybenzotriazol (HOBt) Trung Quốc
20 Natri azid (NaN3) Ấn Độ
21 Kẽm clorid (ZnCl2) Đức
22 Natri sulfat khan (Na2SO4) Trung Quốc
23 Natri bicarbonat (NaHCO3) Trung Quốc
24 eeAChE (acetylcholinesterase từ loài lươn điện) Mỹ
25 5,5-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) Nhật Bản
26 Acetylthiocholin iodid (ATCI) Mỹ
27 Galantamin hydrobromid Nhật Bản
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2.1.2. Thiết bị nghiên cứu
- Các dụng cụ thủy tinh: bình cầu đáy tròn dung tích 50 - 100 ml, bình chiết, sinh

hàn hồi lưu, ống đong, ống nghiệm, pipet, phễu thủy tinh, phễu lọc Buchner, cốc có mỏ,
lọ thủy tinh penicillin.

- Bình sắc ký Camag, đèn tử ngoại Camag bước sóng 254 nm và 365 nm, bản
mỏng silica gel 60 F254.

- Cân phân tích Shimadzu, cân kĩ thuật Shimadzu.
- Tủ lạnh Memmert, tủ sấy Memmert.
- Máy cất quay dung môi Buchi R-210, máy khuấy từ gia nhiệt IKA-RCT, máy

đo nhiệt độ nóng chảy nhiệt điện Electrothermal digital.
- Máy đo phổ khối: Agilent 6530 Accurate-Mass QTOF LC/MS (United States)

- Viện Hóa Sinh Biển, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.
- Máy đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân Bruker AC-500 MHz - Khoa Hóa học,

Trường Đại học Khoa học tự nhiên Hà Nội, Đại học Quốc gia Hà Nội.
- Tủ giữ mẫu -18oC (DIOS).
- Máy đọc đĩa đa chức năng VarioskanLux, khoa Công nghệ sinh học, Trường

Đại học Dược Hà Nội.
2.2. Nội dung nghiên cứu
2.2.1. Hóa học

- Nghiên cứu khung cấu trúc (5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)alkylamid
- Nghiên cứu các phương pháp kiểm tra độ tinh khiết bằng nhiệt độ nóng chảy

và sắc ký lớp mỏng.
- Nghiên cứu các phương pháp phổ để khẳng định cấu trúc: phổ khối phân giải

cao (HRMS), phổ cộng hưởng từ hạt nhân (1H-NMR, 13C-NMR).
2.2.2. Hoạt tính ức chế AChE

Nghiên cứu phương pháp Ellman ức chế AChE in vitro.
2.2.3. Đặc tính giống thuốc

Nghiên cứu phần mềm ứng dụng swissadme trên website:
http://www.swissadme.ch/.
2.3. Phương pháp nghiên cứu
2.3.1. Hóa học
2.3.1.1. Tổng hợp hóa học

Các phản ứng và điều kiện đã được tìm hiểu và khảo sát để tổng hợp các dẫn chất
có cấu trúc dự kiến. Các phản ứng được sử dụng trong nghiên cứu:

- Phản ứng cộng đóng vòng [3+2] từ aryl nitril và azid vô cơ tạo vòng tetrazol.
- Phản ứng N-alkyl hóa giữa muối của tetrazol và alkyl halid.
- Phản ứng thủy phân este tạo acid carboxylic.
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- Phản ứng giữa acid carboxylic và các amin thơm tạo amid.
Các phản ứng được theo dõi bằng sắc ký lớp mỏng với pha tĩnh là bản mỏng silica

gel 60 F254 dưới đèn tử ngoại 254 nm.
Hỗn hợp sau phản ứng được tinh chế bằng các phương pháp phù hợp với mỗi giai

đoạn như chiết phân bố lỏng – lỏng hoặc sắc ký cột.
2.3.1.2. Kiểm tra độ tinh khiết

Các sản phẩm thu được sau khi được tinh chế sẽ được kiểm tra độ tinh khiết bằng
hai phương pháp:

- Sắc ký lớp mỏng [105]:
+ Pha tĩnh: bản mỏng silica gel 60 F254 được hoạt hóa ở 110oC trong 30 phút.
+ Pha động: hệ dung môi EA:n-Hexan (1:1 và 1:2) và DCM:MeOH (24:1 và

15:1).
+ Quan sát bản mỏng dưới đèn tử ngoại bước sóng 254 nm.
- Nhiệt độ nóng chảy [106]: xác định bằng máy đo nhiệt độ nóng chảy nhiệt điện

Electrothermal digital.
2.3.1.3. Khẳng định cấu trúc

Các hợp chất sau khi được tổng hợp, tinh chế và đánh giá là tinh khiết sẽ được
khẳng định cấu trúc bằng các phương pháp phổ hiện đại, bao gồm: phổ khối phân giải
cao (HRMS), phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton và carbon (1H-NMR và 13C-NMR):

- Máy đo phổ khối lượng Agilent 6530 Accurate-Mass QTOF LC/MS (United
States) - Viện Hóa Sinh Biển, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam sử dụng
phương pháp ion hóa phun mù điện tử ESI (+), dung môi hòa tan là MeOH hoặc MeCN.

- Phổ cộng hưởng từ hạt nhân (1H-NMR và 13C-NMR): được ghi bằng máy
Bruker AC-500 MHz tại Khoa Hóa học, Trường Đại học Khoa Học Tự Nhiên Hà Nội,
Đại học Quốc gia Hà Nội, phổ 1H-NMR đo ở tần số 500 MHz, phổ 13C-NMR đo ở tần
số 125 MHz với dung môi là CDCl3. Độ dịch chuyển hóa học (δ) được biểu thị bằng đơn
vị phần triệu (ppm), mốc là pic của chất chuẩn nội tetramethylsilan (TMS), nhiệt độ ghi
khoảng 300 K.
2.3.2. Hoạt tính ức chế AChE

Nguyên tắc: hoạt tính của 5 hợp chất tổng hợp được bằng phương pháp Ellman.
Phương pháp Ellman sử dụng cơ chất acetylthiocholin iodid (ATCI) bị thủy phân nhờ
xúc tác của AChE tạo ra thiocholin. Sau đó thiocholin phản ứng với acid 5-thio-2-
nitrobenzoic có màu vàng. Galantamin hydrobromid mua từ TCI (Nhật Bản) được sử
dụng làm chất tham chiếu. Đo độ hấp thụ của sản phẩm màu vàng thu được ở bước sóng
412 nm với máy đọc đĩa VarioskanLux.

Quy trình thực hiện: 20 μL ở các nồng độ khác nhau của các chất thử trong dung
dịch đệm phosphat pH 8,0, 20 μL dung dịch DTNB 19,2 mM, 20 μL dung dịch ATCI
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19,2 mM và 20 μL dung dịch AChE 0,25 IU/ml, thêm dung dịch đệm phosphat pH 8,0
đến khi tổng thể tích đủ 200 μL. Ủ hỗn hợp thu được ở 25oC trong 30 phút, sau đó tiến
hành đo độ hấp thụ ở bước sóng 412 nm. Các chất thử được thử khả năng ức chế AChE
ở 5 nồng độ 256 μM, 128 μM, 64 μM, 32 μM, 16 μM và được lặp lại ba lần. Phần trăm
(%) ức chế AChE của các chất ở nồng độ thử nghiệm được tính theo công thức:

% ức chế = 1 − mẫu thử - mẫu trắng
chứng âm - mẫu trắng x 100%

Trong đó: - Mẫu trắng: độ hấp thụ quang của hỗn hợp chứa ATCI, DTNB trong dung
dịch đệm phosphat.

- Chứng âm: độ hấp thụ quang của hỗn hợp chứa ATCI, DTNB và enzym
trong dung dịch đệm pH 8,0.

- Mẫu thử: độ hấp thụ quang của hỗn hợp chứa chất thử (hoặc chứng
galantamin hydrobromid), ATCI, DTNB và enzym trong pH đệm 8,0.

Các phân tích được thực hiện bằng Microsoft Excel, các giá trị được thể hiện
dưới dạng trung bình SD. Hoạt tính ức chế AChE của các chất được thể hiện bằng giá
trị IC50, được tính toán bằng phần mềm TableCurve 2Dv4.
2.3.4. Đặc tính giống thuốc của các hợp chất mục tiêu

Các hợp chất tổng hợp được sẽ được phân tích các thông số lý hóa, dược động
học, đặc tính giống thuốc của các dẫn chất thông qua website:
http://www.swissadme.ch/. Sử dụng “Quy tắc năm” của Lipinski và cộng sự để xác
định các hợp chất có đặc tính giống thuốc dựa vào các tính chất lý hóa của các phân tử
[107]. Các tiêu chí trong “Quy tắc năm”, bao gồm:

+ Khối lượng phân tử (M/Z) ≤ 500 Da
+ Hệ số phân bố dầu nước (MlogP) ≤ 5
+ Số lượng nguyên tử nhận hydro ≤ 10
+ Số lượng nhóm cho hydro ≤ 5
Các hợp chất không vi phạm 4 tiêu chí nêu trên cho khả năng cao trở thành thuốc

dùng theo đường uống (đặc tính giống thuốc).
Bên cạnh đó, swissadme còn cho phép xem xét khả năng qua hàng rào máu não

của các hợp chất theo mô hình ước lượng sự thẩm thấu qua não hoặc ruột (BOILED-
Egg) thông qua đánh giá hệ số phân bố dầu nước (WlogP) và diện tích bề mặt phân cực
topo (TPSA) [108]. Cụ thể, các hợp chất có thông số TPSA và WlogP nằm trong vùng
màu vàng (Hình 19) có khả năng hấp thu được qua hàng rào máu não.

http://www.swissadme.ch/index.php
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Hình 19. Biểu đồ BOILED-Egg
2.3. Tổng hợp hóa học

Sơ đồ sử dụng để tổng hợp 10 dẫn chất mục tiêu:

Sơ đồ 1. Quy trình tổng hợp các hợp chất IVa-j
2.3.1. Tổng hợp chất trung gian II

Hợp chất trung gian II được tổng hợp theo Sơ đồ 1a qua hai phản ứng liên tiếp
trong cùng một bình phản ứng. Đầu tiên là phản ứng cộng đóng vòng [3+2] từ 2-
naphthalen carbonitril và NaN3 tạo muối của vòng tetrazol, sau đó muối của vòng
tetrazol phản ứng N-alkyl hóa với tác nhân là methyl 4-cloropentanoat hoặc 5-
cloropentanoat.

Tiến hành phản ứng: Hòa tan 765 mg 2-naphthalen carbonitril (I) (5 mmol,
tương ứng với 1,0 đương lượng) trong bình cầu có nút mài 100 ml với 5 ml dung môi
DMF. Thêm NaN3 (1,5 đương lượng) và ZnCl2 (0,1 đương lượng) vào bình phản ứng
trên, gia nhiệt cho dung môi hồi lưu trong 8 giờ. Theo dõi phản ứng bằng TLC với hệ
pha động EA:n-hexan (1:1), khi bình phản ứng hết 2-naphthalen carbonitril để nguội
phản ứng về nhiệt độ phòng, thêm methyl 4-cloropentanoat hoặc methyl 5-
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cloropentanoat (1,5 đương lượng), gia nhiệt phản ứng duy trì ở 60oC trong 2 giờ. Theo
dõi bằng TLC với hệ pha động EA:n-hexan (1:2).

Xử lý sản phẩm: Hỗn hợp sau khi phản ứng xong được làm nguội đến nhiệt độ
phòng, thêm 25 ml dung dịch Na2CO3 bão hòa cho kết tủa hoàn toàn, sau đó lọc hỗn hợp
qua phễu lọc Buchner để thu lấy dịch. Chiết dịch lọc với EA, thu pha EA. Rửa dịch chiết
bằng nước cất lạnh sau đó làm khan bằng Na2SO4, cô quay để loại dung môi. Tách chất
II (đồng phân N2) bằng sắc ký cột silica gel với pha động là EA:n-hexan (30% EA).

- n = 3 chất II là methyl 4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanoat
- n = 4 chất II là methyl 5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanoat

2.3.2. Tổng hợp chất trung gian III
Hợp chất trung gian III được tổng hợp theo Sơ đồ 1b từ este II tương ứng qua

hai giai đoạn: thủy phân este II bằng NaOH trong dung môi MeOH, sau đó acid hóa hỗn
hợp sau phản ứng bằng HCl đặc.

Tiến hành phản ứng: Hòa tan hoàn toàn 1,0 g chất rắn II (tương ứng 1,0 đương
lượng) trong 30 ml methanol (MeOH) trong bình cầu có nút nhám dung tích 100 ml.
Thêm NaOH (2,0 đương lượng), khuấy trộn hỗn hợp khoảng 1,5 giờ ở nhiệt độ phòng,
theo dõi phản ứng bằng TLC với hệ pha động EA:n-hexan (1:1).

Xử lý sản phẩm: Sau khi thấy trên TLC không còn vết của chất II, thêm từ từ
HCl đặc vào bình phản ứng, lắc đều đến pH = 1-2. Cô quay loại MeOH thu được chất
rắn màu trắng bao gồm NaCl và acid III. Thêm hỗn hợp MeOH:DCM (20% DCM) vào
khối chất rắn, lọc trên phễu lọc Buchner để loại NaCl, thu lấy dịch. Cô quay dịch lọc
loại dung môi, sấy chất rắn thu được trong tủ sấy chân không thu được acid III.

- n = 3 chất III là methyl 4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanoic
- n = 4 chất II là methyl 5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanoic

2.3.3. Tổng hợp các chất mục tiêu IVa-j
Các hợp chất mục tiêu IVa-j được tổng hợp theo Sơ đồ 1c từ acid III bằng phản

ứng amid hóa với các amin khác nhau trong cùng điều kiện nhiệt độ, xúc tác là HOBt,
EDC.HCl và dung môi là DCM có mặt DMF, phản ứng diễn ra theo sơ đồ sau:

Tổng hợp 4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)-N-phenylbutanamid (IVa)
Chất IVa được tổng hợp thông qua phản ứng amid hóa giữa acid III (n = 3) và

anilin với xúc tác HOBt, EDC.HCl trong dung môi DCM có mặt DMF theo sơ đồ 2.
Tiến hành phản ứng: Cân 150 mg (1,0 đương lượng) acid III vào bình cầu có nút mài
dung tích 50 ml, hòa tan bằng lượng DMF tối thiểu. Thêm vào bình phản ứng HOBt (1,2
đương lượng), EDC.HCl (1,2 đương lượng), 56 mg anilin (1,2 đương lượng), sau đó
thêm 15 ml DCM vào hỗn hợp phản ứng, khuấy trộn hỗn hợp trên bếp từ trong 8 giờ ở
60oC. Phản ứng được theo dõi bằng TLC với hệ pha động EA:n-hexan (1:1).
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Sơ đồ 2. Quy trình tổng hợp chất IVa
Xử lý sản phẩm: Phản ứng kết thúc được cô quay loại dung môi. Thêm dung

dịch NaHCO3 10% vào bình phản ứng đến pH = 10, chiết với dung môi EA, thu lấy pha
EA. Rửa dịch chiết và làm khan bằng Na2SO4. Cô quay loại EA thu lấy cắn. Tinh chế
hỗn hợp bằng sắc ký cột với pha động là EA:n-hexan (1:9), thu dung dịch chứa sản phẩm,
cô quay loại dung môi, sấy chất rắn trong tủ sấy chân không thu được IVa.

Các chất IVb-j được tổng hợp thông qua phản ứng amid hóa từ acid III theo các
bước tương tự như đối với chất IVa nhưng thay anilin bằng các dẫn chất anilin theo bảng
sau:

Bảng 4. Nguyên liệu điều chế các dẫn chất IVb-j
Chất Acid III Dẫn chất anilin
IVb n = 3 2 – Cloroaninlin
IVc n = 3 3 – Cloroaninlin
IVd n = 3 4 – Cloroaninlin
IVe n = 3 4 – Bromoaninlin
IVf n = 4 Aninlin
IVg n = 4 2 – Cloroaninlin
IVh n = 4 3 – Cloroaninlin
IVi n = 4 4 – Cloroaninlin
IVj n = 4 4 – Bromoaninlin
Tên gọi của 10 dẫn chất mục tiêu:
+ 4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)-N-phenylbutanamid (IVa)
+ N-(2-chlorophenyl)-4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanamid (IVb)
+ N-(3-chlorophenyl)-4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanamid (IVc)
+ N-(4-chlorophenyl)-4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanamid (IVd)
+ N-(4-bromophenyl)-4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanamid (IVe)
+ 5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)-N-phenylpentanamid (IVf)
+ N-(2-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanamid (IVg)
+ N-(3-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanamid (IVh)
+ N-(4-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanamid (IVi)
+ N-(4-bromophenyl)-5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanamid (IVj)
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PHẦN 3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN
3.1. Kết quả thử độ tinh khiết và một số chỉ số hóa lý của các chất IVa-j

Các hợp chất sau khi được tổng hợp và tinh chế được kiểm tra độ tinh khiết bằng
hai phương pháp là sử dụng sắc ký lớp mỏng TLC và đo nhiệt độ nóng chảy. Kết quả hệ
số lưu giữ Rf và nhiệt độ nóng chảy (Tonc) của các hợp chất IVa-j được ghi lại trong
Bảng 5

Bảng 5. Hiệu suất tổng hợp và một số chỉ số hóa lý xác định độ tinh khiết các chất
IVb-j

Dẫn chất Màu sắc Hiệu suất
%

Tonc (oC) Rf
(EA:n-Hexan V/V = 1:1)

IVa Trắng 38 185,3 - 187,7 0,55
IVb Trắng 41 193,4 - 196,4 0,50
IVc Trắng 36 192,4 - 194,5 0,46
IVd Trắng 44 196,7 - 198,3 0,52
IVe Trắng 37 202,4 - 204,7 0,44
IVf Trắng 50 210,7 - 211,9 0,45
IVg Trắng 53 212,1 - 212,9 0,42
IVh Trắng 45 211,8 - 213,3 0,47
IVi Trắng 59 214,7 - 215,9 0,40
IVj Trắng 55 219,1 - 220,5 0,38

Kết quả cho thấy, các chất đều có màu trắng đặc trưng, đồng nhất, nhiệt độ nóng
chảy dao động trong khoảng dao động hẹp (1 – 2 oC).

Sắc ký lớp mỏng được thực hiện với bản nhôm tráng silica gel 60 F254, sử dụng
các hệ dung môi EA:n-hexan tỷ lệ 1:1, tiến hành chạy trong bình khai triển sắc ký và
quan sát kết quả dưới ánh sáng tử ngoại có bước sóng 254 nm. Kết quả sắc ký lớp mỏng
TLC của các hợp chất cho một vết tròn, gọn, không có vết phụ.

Dựa trên kết quả Rf và Tonc có thể khẳng định sơ bộ 10 hợp chất đều tinh khiết,
đủ điều kiện để thực hiện khẳng định cấu trúc bằng các phương pháp phổ.
3.2. Khẳng định cấu trúc

Các phương pháp phổ phổ khối (HRMS), phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton
(1H-NMR) và carbon (13C-NMR) được sử dụng để khẳng định cấu trúc các hợp chất
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IVa-j. Kết quả ghi phổ và phân tích phổ được trình bày trong bảng dưới đây và phần
phụ lục.
3.2.1. Phổ khối lượng HRMS

Kết quả phân tích phổ khối lượng (HRMS) của các hợp chất IVa-j được trình
bày trong Bảng 6.

Bảng 6. Kết quả phân tích phổ HRMS của các chất IVa-j

Chất CTPT KLPT
(g/mol)

m/z [M+H]+
([M+Na]+ với IVb,
IVg) dự kiến

m/z [M+H]+
([M+Na]+ với IVb,

IVg) thực tế
IVa C21H19N5O 357,16 358,1662 358,1652

IVb C21H18ClN5O 391,12 414,1092/
416,1063

414,0870/
416,0882

IVc C21H18ClN5O 391,12 392,1273/
394,1243

392,1274/
394,1261

IVd C21H18ClN5O 391,12 392,1273/
394,1243

392,1283/
394,1266

IVe C21H18BrN5O 435,07 436,0767/
438,0747

436,0770/
438,0752

IVf C22H21N5O 371,44 372,1819 372,1807

IVg C22H20ClN5O 405,89 428,1249/
430,1219

428,1069/
430,0992

IVh C22H20ClN5O 405,89 406,1429/
408,1400

406,1417/
408,1404

IVi C22H20ClN5O 405,89 406,1429/
408,1400

406,1426/
408,1422

IVj C22H20BrN5O 450,34 450,0924/
452,0904

450,0929/
452,0908

Kết quả phổ đồ của các chất IVa-j cho thấy đều xuất hiện các pic ion có giá trị
bằng [M+H]+ ([M+Na]+ đối với IVb và IVg) với cường độ mạnh. Từ đó, sơ bộ ta có thể
khẳng định các chất IVa-j đã được tổng hợp có số khối như dự kiến. Trong đó, phổ khối
của các hợp chất chứa nguyên tử halogen, đặc biệt là clo (Cl) và brom (Br) với sự xuất
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hiện của các pic đồng vị là một đặc điểm đặc trưng giúp xác nhận sự hiện diện của các
nguyên tố này trong cấu trúc phân tử. Cụ thể, các hợp chất IVb–j mang nhóm thế Cl
hoặc Br, đã thể hiện rõ hai pic ion phân tử [M+H]⁺ hay [M+Na]+ cách nhau 2 đơn vị
khối (m/z). Điều này là kết quả của sự tồn tại tự nhiên của hai đồng vị bền của Cl (³⁵Cl
và ³⁷Cl) với tỷ lệ xấp xỉ 3:1, và của Br (⁷⁹Br và ⁸¹Br) với tỷ lệ gần bằng 1:1. Sự xuất hiện
của hai đỉnh ion với cường độ đặc trưng không chỉ phù hợp với phân bố đồng vị tự nhiên
mà còn đóng vai trò như bằng chứng trực tiếp xác nhận sự hiện diện của nguyên tử clo
hoặc brom trong các hợp chất tổng hợp. Như vậy, dữ liệu phổ khối đã góp phần củng cố
độ tin cậy của quá trình xác định cấu trúc, đồng thời hỗ trợ xác minh chính xác công thức
phân tử của các dẫn xuất mục tiêu. Từ đó có thể khẳng định sơ bộ được cấu trúc của các
chất đã tổng hợp được.

2.

Hình 20. Phổ HR-MS của chất IVd
Chất IVd có CTPT dự kiến là C21H18ClN5O có pic ion phân tử m/z [M+H]+ dự

kiến là 392,1273/394,1243 ứng với hai đồng vị của clo trong tự nhiên. Trên phổ đồ xuất
hiện pic ion [M+H]+ cường độ mạnh nhất là 392,1283/394,1266. Từ đó sơ bộ cho thấy
dẫn chất IVd có số khối đúng như số khối dự kiến.
3.2.2. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton (1H-NMR)

Kết quả phân tích phổ cộng hưởng từ hạt nhân (1H-NMR) của các hợp chất IVa-
j được trình bày trong Bảng 7.

CTPT: C21H18ClN5O
MW: 392,12
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Bảng 7. Kết quả phân tích phổ HRMS của các chất IVa-j

Chất Số liệu phân tích 1H-NMR (CDCl3, 500MHz, ppm)

IVa
δ 8,58 (s, 1H, H1’), 8,11 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H3’), 7,83 (dd, J = 10,0 Hz, 2H, H4’, H8’), 7,80
(d, J = 7,7 Hz, 1H, H5’), 7,49-7,44 (m, 4H, H6’,H7’, H2”, H6”), 7,24 (t, J = 8,0 Hz, 2H,
H3’’, H5’’), 7,03 (t, J = 7,5, 1H, H4”), 4,75 (t, J = 6,2 Hz, 2H, H4), 2,43 (quint, J = 6,6 Hz,
2H, H3), 2,37 (t, J = 6,8 Hz, 2H, H2).

IVb
δ 8,72 (s, 1H, H1’), 8,40 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H3”), 8,25 (dd, J = 8,5 Hz, 1H, H3’), 7,98 (dd,
J = 8.0 Hz, 2H, H4’,H8’), 7,91 (t, J = 9,5 Hz, 1H, H5’’), 7,76 (s, 1H, NH-CO), 7,58 (m, 2H,
H6’, H7’), 7,39 (dd, J = 8,0 Hz, H6”), 7,31 (t, J = 8,3 Hz, 1H, H5”), 7,08 (td, J = 7,8 Hz,
1H, H4”), 4,89 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H2), 2,62-2,53 (m, 4H, H3, H4).

IVc
δ 8,65 (s, 1H, H1’), 8,18 (dd, J = 8.5 Hz, 1H, H3’), 7,94 (dd, J = 8,5 Hz, 2H, H4’,H8’), 7,88
(d, J = 7,5 Hz, 1H, H5’), 7,67 (s, 1H, NH-CO), 7,57-7,52 (m, 3H, H6’, H7’, H2”), 7,35 (d,
J = 10,0 Hz, 1H, H6’’), 7,22 (t, J = 8,0 Hz 1H, H5”), 7,08 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H4’’), 4,83 (t,
J = 6,0 Hz, 2H, H4), 2,50 (quint, J = 6,4 Hz, 2H, H3), 2,44 (t, J = 6,8 Hz, 2H, H2).

IVd
δ 8,65 (s, 1H, H1’), 8,18 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H3’), 7,94 (dd, J = 11,5 Hz, 2H, H4’, H8’), 7,88
(d, J = 7,5 Hz, 1H, H5’), 7,57-7,52 (m, 2H, H6’, H7’), 7,49-7,47 (m, 3H, NH-CO, H2”,
H6”), 7,27 (d, J = 9,3 Hz, 2H, H3”, H5”), 4,83 (t, J = 6,3 Hz, 2H, H4), 2,50 (quint, J = 6,3
Hz, 2H, H3), 2,44 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H2).

IVe
δ 8,66 (s, 1H, H1’), 8,19 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H3’), 7,96 (dd, J = 9,0 Hz, 2H, H4’, H8’), 7,89
(d, J = 7,5 Hz, 1H, H5’), 7,55 (t, J = 10,2 Hz, 2H, H6’, H7’), 7,45-7,41 (m, 4H, H2”, H3”,
H5”, H6”), 4,84 (t, J = 6,3 Hz, 2H, H4), 2,51 (quint, J = 6,5 Hz, 2H, H3), 2,44 (t, J = 7,0
Hz, 2H, H2).

IVf
δ 8,68 (s, 1H, H1’), 8,21 (dd, J = 9,5 Hz, 1H, H3’), 7,95 (d, J = 6,8 Hz, 2H, H4’,H8’), 7,88
(d, J = 6,5 Hz, 1H, H5’), 7,55 (m, 2H, H6’, H7’), 7,50 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H2’’, H6’’), 7,30
(t, J = 7,0 Hz, 2H, H3’’, H5’’), 7,10 (t, J = 7,3 Hz, 1H, H4’’), 4,74 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H5),
2,44 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H2), 2,21-1,85 (m, 4H, H3, H4).

IVg

δ 8,71 (s, 1H, H1’), 8,38 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H3”), 8,24 (dd, J = 8,5 Hz, 1H, H3’), 7,98 (d,
J = 8,5 Hz, 2H, H4’,H8’), 7,91 (d, J = 7,0 Hz, 1H, H5’), 7,63 (s, 1H, CO-NH), 7,56 (m, 2H,
H6’, H7’), 7,38 (dd, J = 8,0 Hz, 1H, H6”), 7,30 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H5”), 7,06 (d, J = 7,8
Hz, 1H, H4”), 4,78 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H5), 2,55 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H2), 2,26 (quint, J = 7,4
Hz, 2H, H4), 1,91 (quint, J = 7,5 Hz, 2H, H3).

IVh

δ 8,70 (s, 1H, H1’), 8,23 (dd, J = 8,5 Hz, 1H, H3’), 7,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H4’, H8’), 7,91
(d, J = 7,5 Hz, 1H, H5’), 7,67 (s, 1H, CO-NH), 7,58 (m, 4H, H6’, H7’), 7,35 (d, J = 8,0 Hz,
1H, H6”), 7,23 (m, 2H, H2”, H5”), 7,09 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H4”), 4,78 (t, J = 6,8 Hz, 2H,
H5), 2,46 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H2), 2,24 (quint, J = 7,3 Hz, 2H, H4), 1,88 (quint, J = 7,5 Hz,
2H, H3).

IVi
δ 8,59 (s, 1H, H1’), 8,12 (dd, J = 8,5 Hz, 1H, H3’), 7,87 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H4’, H8’), 7,81
(d, J = 7,0 Hz, 1H, H5’), 7,48 (m, 2H, H6’, H7’), 7,37 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H2”, H6”), 7,16
(d, J = 8,0 Hz, 2H, H3”, H5”), 4,67 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H5), 2,36 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H2), 2,14
(quint, J = 7,3 Hz, 2H, H4), 1,77 (quint, J = 7,5 Hz, 2H, H3).

IVj
δ 8,67 (s, 1H, H1’), 8,20 (dd, J = 8,5 Hz, 1H, H3’), 7,95 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H4’,H8’), 7,89
(d, J = 7,0 Hz, 1H, H5’), 7,55 (m, 2H, H6’, H7’), 7,40 (m, 4H, H2”, H3”, H5”, H6”), 7,13
(s, 1H, CO-NH), 4,75 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H5), 2,43 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H2), 2,22 (quint, J =
7,3 Hz, 2H, H4), 1,85 (quint, J = 7,4 Hz, 2H, H3).
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Dựa trên phổ 1H-NMR của 5 chất đã tổng hợp được trình bày ở phụ lục và Bảng 7 ta có
thể nhận thấy: Các proton trong vòng thơm có độ dịch chuyển nằm trong khoảng từ
7,08-8,65 ppm; Các proton nhóm CH2 có độ dịch chuyển nằm trong khoảng từ 2,37-4,83
ppm.

2. Phổ 1H-NMR của các hợp chất cho thấy độ dịch chuyển hóa học hoàn toàn phù
hợp với cấu trúc dự đoán, trong đó tín hiệu H4 xuất hiện ở δ = 4.89-4.75 ppm (triplet)
và các proton methylen còn lại ở δ = 2.62-2.37 ppm (multiplet), đều nằm trong khoảng
tham chiếu hợp lý cho các nhóm gần nguyên tử nitơ hoặc nhóm hút điện tử. Tín hiệu
proton N-H yếu và rộng, đặc trưng cho proton linh động dễ trao đổi, thường gặp trong
dung môi như CDCl₃. Độ bội của các tín hiệu proton phản ánh chính xác số lượng proton
lân cận có tương tác, đồng thời cho thấy hằng số tương tác spin-spin (J) đặc trưng trong
khoảng 6–8 Hz, phù hợp với kiểu liên kết CH₂–CH₂ điển hình. Tất cả các đặc điểm phổ
đều khớp với cấu trúc hóa học dự kiến, xác nhận sơ bộ tính chính xác của cấu trúc các
hợp chất đã tổng hợp.

3.

Hình 21. Phổ 1H-NMR của chất IVa

H vòng thơm

CH2
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3.2.3. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân carbon 13 (13C-NMR)
Kết quả phân tích phổ cộng hưởng từ hạt nhân (13C-NMR) của các hợp chất IVa-

j được trình bày trong Bảng 8.
Bảng 8. Kết quả phân tích phổ HRMS của các chất IVa-j

Chất Số liệu phân tích 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz, ppm)

IVa
δ 169,4 (C=O), 165,4 (N=C-N), 137,7 (C1”), 134,3 ( C4a’), 133,2 (C8a’), 129,1 (C2’),
128,8 (C4’), 128,7(C8’), 127,9 (C3”, C5”), 127,2 (C5’), 126,8 (C7’), 126,7 (C6’), 124,5
(C1’, C3’), 123,8 (C4”), 119,9 (C2”, C6”), 52,2 (C4), 33,6 (C2), 25,1 (C3).

IVb
δ 169,4 (C=O), 165,5 (N=C-N), 138,8 (C1”), 134,3 (C4a’), 134,2 (C8a’), 133,2 (C3”),
129,1 (C2’), 128,8 (C4’), 128,7 (C8’), 127,9 (C5”), 127,8 (C2”), 127,2 (C5’), 126,7 (C6’,
C7’), 124,9 (C3’), 124,6 (C1’), 123,9 (C4”), 121,8 (C6”), 52,1 (C4), 33,9 (C2), 25,0 (C3).

IVc
δ 169,5 (C=O), 165,5 (N=C-N), 138,8 (C1”), 134,8 (C4a’), 134,3 (C8a’), 133,2 (C3”),
130,0 (C2’), 128,9 (C5”), 128,7 (C4’), 127,9 (C8’), 127,3 (C5’), 126,8 (C7’), 126,7 (C6’),
124,5 (C3’), 124,4 (C1’), 123,8 (C4”), 119,9 (C2”), 117,7 (C6”), 52,1 (C4), 33,6 (C2), 25,0
(C3).

IVd
δ 169,4 (C=O), 165,5 (N=C-N), 136,2 (C1”), 134,3 (C4a’), 133,2 (C8a’), 129,5 (C3”, C5”),
129,1 (C2’), 128,9 (C4’), 128,7 (C8’), 127,9 (C4”), 127,3 (C5’), 126,8 (C7’), 126,7 (C6’),
124,5 (C3’), 123,8 (C1’), 121,1 (C2”, C6”), 52,2 (C4), 33,6 (C2), 25,0 (C3).

IVe
δ 169,4 (C=O), 165,5 (N=C-N), 136,7 (C1”), 134,3 (C4a’), 133,2 (C8a’), 132,0 (C3”, C5”),
128,9 (C2’), 128,7 (C4’), 127,9 (C8’), 127,3 (C5’), 126,8 (C7’), 126,7 (C6’), 124,5 (C3’),
123,8 (C1’), 121,4 (C2”, C6”), 117,1 (C4”), 52,2 (C4), 33,7 (C2), 25,0 (C3).

IVf
δ 170,1 (C=O), 165,3 (N=C-N), 137,7 (C1”), 134,2 (C4a’), 133,2 (C8a’), 129,0 (C4’), 128,8
(C8’), 127,9 (C3”, C5”), 127,1 (C2’, C5’), 126,7 (C6’, C7’), 124,7 (C1’), 124,4 (C3’), 123,9
(C4”), 119,8 (C2”, C6”), 52,8 (C5), 36,5 (C2), 28,7 (C4), 22,3 (C3).

IVg
δ 170,2 (C=O), 165,4 (N=C-N), 134,4 (C1”), 134,2 (C4a’), 133,2 (C8a’), 129,0 (C4’), 128,8
(C8’, C3”), 127,9 (C5”), 127,8 (C2”), 127,1 (C2’, C5’), 126,7 (C6’, C7’), 124,7 (C4”, C1’),
123,9 (C3’), 121,7 (C6”), 52,8 (C5), 36,7 (C2), 28,7 (C4), 22,2 (C3).

IVh
δ 170,2 (C=O), 165,4 (N=C-N), 138,8 (C1”), 134,7 (C3”), 134,3 (C4a’), 133,2 (C8a’),
130,0 (C2”), 128,8 (C4’), 128,70 (C8’), 127,9 (C5”), 127,2 (C2’, C5’), 126,7 (C6’, C7’),
124,5 (C1’, C4”), 123,9 (C3’), 119,9 (C6”), 52,8 (C5), 36,4 (C2), 28,6 (C4), 22,1 (C3).

IVi
δ 170,2 (C=O), 165,4 (N=C-N), 136,3 (C1”), 134,3 (C4a’), 133,2 (C8a’), 129,0 (C4’), 128,8
(C8’), 128,7 (C4”), 127,9 (C3”, C5”), 127,2 (C2’, C5’), 126,7 (C6’, C7’), 124,6 (C1’),
123,8 (C3’), 121,0 (C2”, C6”), 52,8 (C5), 36,4 (C2), 28,6 (C4), 22,2 (C3).

IVj
δ 170,1 (C=O), 165,4 (N=C-N), 136,8 (C1”), 134,3 (C4a’), 133,2 (C8a’), 132,0 (C4’), 128,8
(C8’), 128,7 (C4”), 127,9 (C3”, C5”), 127,2 (C2’, C5’), 126,72 (C6’), 126,67 (C7’), 124,7
(C1’), 123,9 (C3’), 121,3 (C2”, C6”), 52,8 (C5), 36,4 (C2), 28,6 (C4), 22,2 (C3).

Dựa trên phổ 13H-NMR của 5 chất đã tổng hợp được trình bày ở phụ lục và Bảng
8 ta có thể nhận thấy: Các carbon C=O có độ dịch chuyển cao nhất và đều có giá trị
khoảng 169,3-169,4; các carbon N=C-N có độ dịch chuyển nằm trong khoảng 154,9-
165,5; các carbon vòng thơm có độ dịch chuyển nằm trong khoảng 111,9-138,8; các
carbon nhóm CH2 có độ dịch chuyển nằm trong khoảng 25,0-52,2.
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Các đỉnh trong phổ 13C-NMR của các hợp chất tổng hợp đều có độ dịch chuyển
hóa học phù hợp với cấu trúc dự kiến và phản ánh chính xác môi trường hóa học của các
nguyên tử carbon. Cụ thể, tín hiệu của C4 (carbon liên kết trực tiếp với nguyên tử nitơ)
xuất hiện ở δ = 52.8 ppm, thấp hơn so với các carbon no khác trong phân tử. Điều này
có thể giải thích bởi sự ảnh hưởng của nguyên tử nitơ, một nguyên tử có tính hút electron
mạnh, làm thay đổi môi trường của carbon này, kéo độ dịch chuyển hóa học của nó về
phía trường thấp hơn. Các tín hiệu của các carbon no khác, chẳng hạn như carbon trong
nhóm alkyl và các carbon bão hòa, đều nằm trong vùng dịch chuyển khoảng δ = 10–40
ppm, phù hợp với cấu trúc phân tử của các hợp chất aliphatic. Mặc dù cường độ tín hiệu
trong phổ 13C-NMR không hoàn toàn phản ánh tỷ lệ số lượng carbon giữa các đỉnh, có
thể do ảnh hưởng của thời gian hồi phục hoặc các yếu tố kỹ thuật khác, nhưng sự xuất
hiện và vị trí của các đỉnh vẫn cung cấp thông tin rõ ràng về cấu trúc phân tử. Các đỉnh
của nhóm carbonyl (δ ≈ 169.0 ppm) và nhóm imin (δ ≈ 165.0 ppm) cũng đã được quan
sát, xác nhận sự hiện diện của các nhóm chức quan trọng trong phân tử.

2. Dưới đây là phổ cộng hưởng từ hạt nhân carbon của chất IVa.

3.

Hình 22. Phổ 13C-NMR của chất IVc.
1.

2.

C=O

N-C=N

C vòng thơm

CH2
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3.2.4. Đặc tính “giống thuốc” của các các chất IVa-j
Tiến hành đánh giá đặc tính “giống thuốc” qua website Swissadme và thu được

kết quả theo Bảng 9 ghi nhận thông số của các hợp chất tiềm năng đều thoả mãn “Quy
tắc năm” của Lipinski và không phạm Quy tắc Veber. Từ sơ đồ BOILED-Egg (Hình 23,
24) cho thấy các chất IVa-f có khả năng qua hàng rào máu não do có TPSA và WlogP
nằm trong vùng vàng. Các chất IVg-h cũng có khả năng qua hàng rào máu não tuy nhiên
độ thân dầu cao hơn. Nhìn chung, các hợp chất này có tiềm năng phát triển thành thuốc
dùng theo đường uống.

Bảng 9. Kết quả phân tích đặc tính “giống thuốc” của các chất IVa-j
Hợp
chất

CTPT KLPT
(g/mol)

MlogP HBA* HBD* TPSA*
(Å2)

WlogP

IVa C21H19N5O 371.44 2,84 4 1 72,70 3,72
IVb C21H18ClN5O 405.88 3,32 4 1 72,70 4,37
IVc C21H18ClN5O 405.88 3,32 4 1 72,70 4,37
IVd C21H18BrN5O 405.88 3,32 4 1 72,70 4,37
IVe C21H18ClN5O 450.33 3,43 4 1 72,70 4,48
IVf C22H21N5O 371,44 3,06 6 1 72,70 4,11
IVg C22H20ClN5O 405,89 3,54 6 1 72,70 4,76
IVh C22H20ClN5O 405,89 3,54 6 1 72,70 4,76
IVi C22H20ClN5O 405,89 3,54 6 1 72,70 4,76
IVj C22H20BrN5O 450,34 3,65 6 1 72,70 4,87

RO5** ≤ 500 ≤ 5 ≤ 10 ≤ 5

Veber’s
rule

Total H-bond
≤ 12

≤ 140

.

IVa
IVb-e
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Hình 23. Sơ đồ BOILED-Egg các chất IVa-e

Hình 24. Sơ đồ BOILED-Egg các chất IVf-j
3.3. Hoạt tính ức chế AChE

Sau khi khẳng định cấu trúc của các hợp chất tiềm năng đúng như dự kiến, các
chất này sẽ được thử hoạt tính ức chế AChE.

Các chất IVa-j được đánh giá tác dụng ức chế AChE ở các nồng độ 256 μM, 128
μM, 64 μM, 32 μM, 16 μM với chất chứng dương là galantamin hydrobromid. Kết quả
nồng độ IC50 của các hợp chất IVa-j đối với AChE ghi lại ở Bảng 10.

IVf
IVg-j
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Bảng 10. Kết quả phân tích phổ HRMS của các chất IVa-j

Chất IC50 (μM) Chất IC50 (μM)
IVa 467,82 ± 10,77 IVf 354,88 ± 8,17
IVb > 1000 IVg > 1000
IVc > 1000 IVh 236,80 ± 20,09
IVd 707,95 ± 59,34 IVi 243,83 ± 14,77
IVe 530,96 ± 12,74 IVj > 1000

Chứng âm
(dung môi)

0

Chứng dương (galantamin hydrobromid): IC50 = 2,5 ± 0,2 μM
Từ kết quả hoạt tính cho thấy 2 hợp chất IVb, IVc, IVg và IVj chưa thể hiện khả

năng ức chế AChE với IC50 > 1000 μM, trong khi các hợp chất IVf, IVh và IVi thể hiện
hoạt tính tốt hơn với IC50 lần lượt là 354,88 ± 8,17; 236,80 ± 20,09; 243,83 ± 14,77 μM.

Từ kết quả hoạt tính thu được, có thể nhận thấy cầu nối 4C có khả năng ức chế
kém hơn cầu nối 5C, chứng tỏ độ dài cầu nối 5C thuận lợi cho việc hình thành liên kết
với vùng PAS/CAS của AChE. Ngoài ra các nhóm thế khác nhau trên vòng benzen với
khung liên kết có cầu nối 5C cho hoạt tính ức chế AChE khác nhau. Cụ thể, trong kết
quả nghiên cứu, nhóm thế 4-Cl (IVj) cho hoạt tính tốt hơn so với nhóm thế 4-Br (IVe).
Bên cạnh đó, khi so sánh các hợp chất IVh-d, hoạt tính hợp chất có nhóm thế 3-Cl (IVc)
cao nhất, hợp chất có nhóm thế 2-Cl (IVg) cho hoạt tính kém nhất. Ngoài ra, việc gắn
các nhóm thế 3-Cl và 4-Cl vào vòng benzen làm cho hoạt tính của các chất tốt hơn so
với khi không có nhóm thế (IVa), trong khi nhóm thế 2-Cl và 4-Br làm giảm hoạt tính
của các hợp chất.

Với cầu nối 4C, khi có nhóm thế halogen ở vòng benzen thì khả năng ức chế lại
giảm so với không có nhóm thế. Điều này có thể là do các nhóm thế hút điện tử ảnh
hưởng đến phân bố electron trên vòng benzen làm giảm sự ổn định các tương tác giữa
phân tử và mục tiêu, dẫn đến giảm khả năng ức chế enzym.

Đáng chú ý nhất là kết quả ức chế enzym của chất IVi tốt nhất trong nhóm, từ đó
nhận thấy có thể sử dụng khung cấu trúc để phát triển các chất mục tiêu tiềm năng khác
trong tương lai.
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KẾT LUẬN
Từ kết quả nghiên cứu có thể đưa ra một số kết luận như sau:

1. Đã tổng hợp được 10 dẫn chất amid thơm mang khung (naphthalen-2-yl)tetrazol như
dự kiến bao gồm:

+ 4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)-N-phenylbutanamid (IVa)
+ N-(2-chlorophenyl)-4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanamid (IVb)
+ N-(3-chlorophenyl)-4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanamid (IVc)
+ N-(4-chlorophenyl)-4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanamid (IVd)
+ N-(4-bromophenyl)-4-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)butanamid (IVe)
+ 5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)-N-phenylpentanamid (IVf)
+ N-(2-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanamid (IVg)
+ N-(3-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanamid (IVh)
+ N-(4-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanamid (IVi)
+ N-(4-bromophenyl)-5-(5-(naphthalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)pentanamid (IVj)

2. Đã khẳng định cấu trúc các chất tổng hợp được thông qua phân tích dữ liệu phổ khối
(HR-MS), phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton và carbon (1H-NMR và 13C-NMR).
3. Đã đánh giá đặc tính giống thuốc 10 dẫn chất, được ghi nhận thoả mãn “Quy tắc năm”
và có tiềm năng phát triển thành thuốc dùng theo đường uống. Bên cạnh đó, các chất
được tổng hợp được dự đoán có khả năng hấp thu qua hàng rào máu não theo phương
thức thẩm thấu trong mô hình BOILED-Egg.
4. Đã được thử tác dụng ức chế acetylcholinesterase tại các nồng độ khác nhau thu được
kết quả IC50 được so sánh với chất chứng dương là galantamin hydrobromid. Kết quả
thử hoạt tính cho thấy sáu trên 10 chất có khả năng ức chế AChE và có chất IVi ức chế
tốt nhất với IC50 lần lượt là 467,82 ± 10,77 μM

Các chất IVa và IVe có kết quả IC50 lần lượt là 467,82 ± 10,77 μM và 530,96 ±
12,74 μM, cho thấy hiệu quả ức chế trung bình đối với mục tiêu, cao hơn khả năng ức
chế của IVd với IC50 là 243,83 ± 14,77. Kết quả này là định hướng cho việc tiếp tục phát
triển chất tiềm năng trong tương lai dựa trên khung cấu trúc này.
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Các nghiên cứu dựa trên mục tiêu phân tử AChE của các nhà khoa học ở Việt Nam chủ yếu tập trung vào bào 
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trình này gặp nhiều thách thức như: khó khăn trong việc sản xuất thuốc do nguồn dược liệu ít phổ biến cũng như quy 

trình tách, phân lập khá phức tạp [1-5], hiệu suất tách chiết cũng như độ tinh khiết của sản phẩm không cao. Chỉ một 

số ít các nghiên cứu theo hướng tổng hợp hoặc bán tổng hợp [6, 7] hoặc các tiếp cận khác như mô phỏng docking 

phân tử mới chỉ để so sánh tương tác thuốc với enzym AChE [8]. Đặc biệt việc tổng hợp các dẫn chất có cấu trúc 

thơm mang khung tetrazolacetamid có khả năng tác động ức chế AChE lần đầu tiên được tiếp cận ở Việt Nam bởi 

chính nhóm nghiên cứu của chúng tôi. 

Chủ nhiệm đề tài cùng nhóm nghiên cứu cũng đã đạt được những kết quả nhất định trong việc nghiên cứu, tổng 

hợp các dẫn chất ức chế AChE từ nguồn nguyên liệu sẵn có cũng như tiếp tục tìm kiếm những chất tiềm năng phát 

triển thành thuốc điều trị AD.  

9.2. Ngoài nước  

AD được Alois mô tả đầu tiên năm 1906 [9], những nghiên cứu bệnh lý thần kinh của AD và phát hiện triệu 

chứng lâm sàng của AD cũng như các chứng bệnh sa sút trí tuệ khác được tiếp tục phát triển [10, 11]. Hiện nay, các 

lựa chọn chính để điều trị Alzheimer là thuốc ức chế acetylcholinesterase (AChE) như donepezil, rivastigmin, 

galantamin, tacrin [12]. Tuy nhiên cả bốn chất đều có tác dụng phụ đáng kể [13]. Nghiên cứu để tìm ra các chất ức 

chế AChE mới vẫn là một chiến lược có tính cấp thiết. Do vậy, nghiên cứu và phát triển thuốc điều trị AD vẫn được 

nhiều nhà khoa học trên thế giới quan tâm, đặc biệt là mục tiêu phân tử AChE. 

Năm 2022, Xinnan Li cùng cộng sự công bố 35 dẫn chất mới tổng hợp theo hướng ức chế AChE với cấu trúc đi 

từ chất dẫn đường donepezil. Nhóm nghiên cứu đã tiến hành thay thế dị vòng idanon của donepezil thành dị vòng 

isochromanon, đồng thời thay thế vòng piperidin thành dị vòng thơm pyridin có gắn thêm nhóm acetyl hoặc 

aminocarbonyl với mục đích làm tăng khả năng tương tác của chất ức chế với AChE. Kết quả thu được 14 dẫn chất 

có khả năng ức chế AChE tốt hơn chất chứng dương là donepezil (IC50 = 12,06 ± 0,01 µM), trong đó dẫn chất có khả 

năng ức chế AChE tốt nhất với IC50 = 1,61 ± 0,02 µM [14].  

Một nghiên cứu khác vào năm 2020 của Yao Guo và cộng sự cho thấy dẫn chất có hoạt tính ức chế AChE tốt 

nhất (IC50 = 0,39 +  0,04 µM) [15]. 

Nhóm tác giả Ralph C Gomes [16] và cộng sự đã tổng hợp 11 dẫn chất qua ba bước, các chất sau khi tổng hợp 

được thử hoạt tính sinh học in vitro, kết quả có 8 dẫn chất có khả năng ức chế AChE với giá trị IC50 0,12 đến 12,67 

µM.  

Không những tổng hợp hay bán tổng hợp mà việc phân lập, tinh chế các chất có khả năng ức chế AChE từ  thực 

vật cũng vẫn được các nhà khoa học chú trọng tới. Yan-Jun Sun và nhóm cộng sự [17] đã phân lập được năm loại 

biflavonoid mới từ rễ và thân rễ của Diphylleia sinensis. Cấu trúc của chúng được khẳng định qua các phổ UV, IR, 

HR-ESI-MS và 2D NMR. Cấu hình tuyệt đối của chúng được xác định bằng phổ ECD. Kết quả có 4 hợp chất ức chết 

AChE mạnh với giá trị IC50 trong khoảng 1,62 - 5,15 µM.  

Mười một alkaloid mới cùng 15 loại alkaloid đã biết được nhóm của Guanqun Zhan và cộng sự phân lập từ cây 

Zephyranthes carinata [18]. Cấu trúc của các alkaloid mới được khẳng định qua dữ liệu phổ mở rộng (13C-NMR, 1H-

NMR, IR, DEPT 135, HSQC, HMBC, 1H-1H-COSY, NOESY, (+)-HR-ESI-MS, UV, CD, IR) . Kết quả thử hoạt tính 

sinh học có 9/11 mới chất thể hiện khả năng ức chế AChE với giá trị IC50 khoảng từ 1,21 – 184,05 µM.  

Bốn loại flavonoid được phân lập từ rễ của Pinus Krempfii Lecomte trong một nghiên cứu mới [19] được công 

bố. Qua đánh giá khả ăng ức chế AChE in vitro và in silico, hợp chất Tectochrysin được phát hiện có tác dụng ức chế 

AChE với giá trị IC50 là 33,69 ± 2,80 µM. 

Tetrazol là hợp chất dị vòng 5 cạnh chứa 4 dị tố nitrogen được biết đến với nhiều hoạt tính sinh học khác nhau 

như hạ huyết áp, kháng khuẩn, kháng virus, chống dị ứng [20]. Trong những năm gần đây, nhiều nghiên cứu đã tổng 

hợp các dẫn chất và đồng phân sinh học của tetrazol, đồng thời đánh giá hoạt tính ức chế AChE góp phần khẳng định 

khả năng ứng dụng các dẫn chất này trong điều trị AD [21, 22]. 

Trên cơ sở phân tích kết quả nghiên cứu của các nhà khoa học trong nước và trên thế giới, chúng tôi nhận thấy 

AChE là một mục tiêu phân tử đầy hứa hẹn trong việc tìm kiếm chất tiềm năng điều trị bệnh Alzheimer. Việc thiết 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gomes+RC&cauthor_id=30411689
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhan+G&cauthor_id=28898076


kế, tổng hợp và đánh giá tác dụng ức chế AChE của các dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-

2H-tetrazol-2-yl) là một hướng nghiên cứu mang tính mới và có ý nghĩa khoa học cũng như ý nghĩa thực tiễn. 
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10. TÍNH CẤP THIẾT CỦA ĐỀ TÀI  

Alzheimer (AD) là căn bệnh thoái hoá thần kinh không hồi phục gây mất trí nhớ, một trong 10 nguyên nhân gây 

tử vong hàng đầu trên toàn cầu tuy nhiên cho đến nay chưa có phương pháp phát hiện sớm điều trị hiệu quả. Trong 

khi đó tỉ lệ già hoá dân số ngày một tăng, AD trở thành thảm hoạ không chỉ do tỉ lệ mắc bệnh ở nhóm tuổi này mà 

còn do bệnh gây ảnh hưởng lớn và lâu dài về mọi mặt cho bệnh nhân, gia đình, người chăm sóc và xã hội.  

Có nhiều giả thuyết về bệnh được đưa ra như giả thuyết mảng bám amyloid, giả thuyết cholinergic, giả thuyết 

tau, Giả thuyết kênh kim loại, giả thuyết lysosome …. Trong đó giả thuyết cholinergic làm một trong những giả 

thuyết lâu đời nhất và các thuốc được FDA Hoa Kỳ cấp phép điều trị AD như donepezil, rivastigmin, galantamin đều 

dựa trên giả thuyết này. Theo giả thuyết cholinergic, một trong những nguyên nhân của bệnh có liên quan đến sự 

thiếu hụt chất dẫn truyền thần kinh acetylcholin (ACh), do chất này bị thuỷ phân và bất hoạt bởi AChE, một enzym 

được tìm thấy trong các khớp dây thần kinh.  

ACh được tổng hợp ở trong các nơron tiền synap từ cholin và acetyl-coenzym A (acetyl-CoA) bởi enzym cholin 

acetyltransferase (ChAT), sau đó ACh được chuyển vào trong bọc synap qua kênh vận chuyển ACh. Quá trình khử 

cực ở tiền synap thúc đẩy quá trình giải phóng ACh từ bọc synap vào khe synap. Tại đây, ACh có thể gắn với các thụ 

thể nicotinic hoặc muscarinic dẫn đến phản ứng kích thích hay ức chế dẫn truyền thần kinh. Bên cạnh đó, ACh có thể 

nhanh chóng bị thủy phân và bất hoạt bởi enzym AChE tạo acetat và cholin. Cuối cùng, choline được thu hồi trở lại 

tiền synap thông qua kênh vận chuyển cholin và tiếp tục tái tổng hợp ACh. 

Trung tâm hoạt động của enzym AChE rộng khoảng 5 Å và sâu 20 Å tính từ bề mặt của enzym. Cấu trúc này 

chia làm ba thành phần quan trọng: vùng trung tâm hoạt động (CAS) nằm ở “đáy” kênh enzym, vùng lòng kênh và 

vùng ngoại vi hay vùng trung tâm dị lập thể (PAS) nằm ở “miệng” kênh enzym. Như vậy, cấu trúc quan trọng của 

một chất ức chế AChE cần có điều kiện hoặc có khả năng liên kết với vùng CAS hoặc vùng PAS hoặc là cầu nối liên 

kết với độ dài và cấu trúc thích hợp nối giữa hai phần cấu trúc tương tác lần lượt với vùng CAS và vùng PAS. Các 

chất ức chế AChE được FDA phê duyệt đều có các liên kết với các amino acid tại vùng PAS và/hoặc CAS của AChE. 

Trên cơ sở phân tích tình hình nghiên cứu trong nước và thế giới, nhóm nghiên cứu nhận thấy rằng bệnh AD 

mặc dù là một căn bệnh ngày càng phổ biến tuy nhiên hiện nay vẫn chưa có phương pháp phát hiện sớm cũng như 

chưa có loại thuốc nào điều trị hiệu quả. Các loại thuốc được phê duyệt điều trị AD vẫn chưa triệt để cũng như có tác 

dụng phụ đáng kể. Cơ chế bệnh có liên quan mật thiết đến sự thuỷ phân chất dẫn truyền thần kinh ACh của AChE. 

Sự dư thừa AChE gây ra thiếu hụt ACh. Nghiên cứu để tìm ra các chất ức chế AChE mới vẫn là một chiến lược có 



tính cấp thiết. Do vậy, AChE trở thành mục tiêu phân tử quan trọng và tiềm năng trong nghiên cứu và phát triển thuốc 

mới định hướng điều trị bệnh AD. Trong những năm gần đây, chúng tôi luôn có công bố trên những tạp chí uy tín 

trong nước và quốc tế về những vấn đề liên quan đến việc tổng hợp các dẫn chất có tác dụng ức chế AChE hướng 

điều trị bệnh Alzheimer. Vì vậy, chúng tôi tin tưởng đề tài sẽ đạt được những kết quả có ý nghĩa khoa học cao và sẽ 

được công bố trên những tạp chí uy tín. 

Trên cơ sở đó, chúng tôi đề xuất đề tài: “Tổng hợp một số dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-

2-yl)-2H-tetrazol-2-yl) và đánh giá tác dụng ức chế acetylcholinesterase định hướng điều trị bệnh Alzheimer” 

11. MỤC TIÊU ĐỀ TÀI  

Tổng hợp được 5 đến 7 dẫn chất thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)acetamid có khả năng 

ức chế enzym acetylcholinesterase. 

12. ĐỐI TƯỢNG, PHẠM VI NGHIÊN CỨU 

12.1. Đối tượng nghiên cứu 

- Khung chất dẫn thơm 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)amid. 

- Enzym acetylcholinesterase. 

12.2. Phạm vi nghiên cứu  

- Nghiên cứu cấu trúc và khả năng ức chế enzym acetylcholinesterase. 

- Phương pháp tổng hợp dẫn chất amid thơm mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl) trong phòng thí 

nghiệm. 

- Đánh giá khả năng ức chế in vitro enzym AChE. 

13. CÁCH TIẾP CẬN, PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

13.1. Cách tiếp cận  

- Về mặt lý thuyết: 

Thông qua tìm hiểu tài liệu về các khung cấu trúc có khả năng ức chế AChE các dẫn chất chứa vòng naphtalen, vòng 

tetrazol,  từ đó đề xuất cụ thể khung cấu trúc thơm 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)amid mới. 

- Về mặt thực nghiệm: 

 Dựa trên những kinh nghiệm về phản ứng tổng hợp các khung cấu trúc tetrazol-2-ylamid và khả năng ức chế AChE 

của các khung cấu trúc này. 

13.2. Phương pháp nghiên cứu 

Sử dụng phương pháp tổng hợp hoá học, các phương pháp dự đoán tính chất “giống thuốc”, phương pháp dự đoán 

thông số dược động học và các phương pháp phổ (IR, MS, NMR). 

14. NỘI DUNG NGHIÊN CỨU VÀ TIẾN ĐỘ THỰC HIỆN 

14.1.  Nội dung nghiên cứu  

- Nội dung 1: Thu thập tài liệu nghiên cứu nội dung lý thuyết liên quan đến đề tài. 

+ Tổng quan tình hình nghiên cứu trong và ngoài nước về lĩnh vực nghiên cứu. 

+ Đề xuất cấu trúc các dẫn chất mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)amid. Sử dụng các 

phương pháp dự đoán tính chất “giống thuốc”, phương pháp dự đoán thông số dược động học và độc tính để 

đánh giá khả năng giống thuốc của các dẫn chất. 

- Nội dung 2: Tổng hợp hoá học hoá học 

+ Tổng hợp 5 đến 7 dẫn chất thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl)amid. 

- Nội dung 3: Đánh giá cấu trúc các chất bằng các phương pháp phổ và khả năng ức chế AChE 

Kết quả của nội dung này có thể đăng 02 bài báo trên tạp chí chuyên ngành trong nước. 

- Nội dung 4: Tổng hợp kết quả và viết báo cáo tổng kết. 

14.2. Tiến độ thực hiện 

 

STT 

 

Các nội dung, công việc 

thực hiện 

Sản phẩm 

 

Thời gian 

(bắt đầu-kết thúc) 
Người thực hiện 

1 

Thu thập tài liệu nghiên cứu nội 

dung lý thuyết liên quan đến đề 

tài. 

- Báo cáo tổng quan. 

- Cấu trúc, đặc tính giống 

thuốc và các thông số 
01/2025-02/2025 

Nguyễn Viết Hùng 

Trần Phương Thảo 

Lê Thị Phương Thảo 



dược động học của các 

dẫn chất. 
Lê Thị Vinh 

2 Tổng hợp hoá học hoá học  

- Báo cáo kết quả tổng 

hợp. 

- Kết quả về độ tinh 

khiết. 

02/2025- 04/2025 

Nguyễn Viết Hùng 

Trần Phương Thảo 

Hoàng Văn Hải 

Lê Thị Phương Thảo 

3 

Đánh giá cấu trúc các chất bằng 

các phương pháp phổ và khả năng 

ức chế AChE 

 

- Kết quả đo phổ và biện 

giải phổ của các dẫn chất 

đã tổng hợp. 

- Kết quả dự đoán tính 

chất “giống thuốc” và kết 

quả ức chế AChE của các 

chất đã tổng hợp được. 

- 02 bài báo. 

- 01 SV bảo vệ Khoá 

luận tốt nghiệp. 

04/2025- 11/2025 

Nguyễn Viết Hùng 

Trần Phương Thảo 

Hoàng Văn Hải 

4 
Tổng hợp kết quả và viết báo cáo 

tổng kết. 

- 01 báo cáo tổng kết. 

- 01 quy trình tổng hợp. 

- Báo cáo Hội đồng khoa 

học. 

11/2025-12/2025 

Nguyễn Viết Hùng 

Trần Phương Thảo 

Hoàng Văn Hải 

Lê Thị Vinh 

15. SẢN PHẨM   

Stt Tên sản phẩm Số lượng Yêu cầu chất lượng sản phẩm 

I Sản phẩm khoa học (Các công trình khoa học sẽ được công bố: sách, bài báo khoa học...) 

1.1 Bài báo trên Tạp chí trong nước 02 

Đăng trên tạp chí chuyên ngành trong nước 

được tính điểm của HĐGSNN (được chấp 

nhận đăng) 

II Sản phẩm đào tạo (Cử nhân, Thạc sỹ, Tiến sỹ,...) 

2.1 Đào tạo cử nhân dược hoặc hoá dược 01 Bảo vệ thành công Khoá luận tốt nghiệp 

III Sản phẩm ứng dụng  

3.1 

Quy trình tổng hợp các dẫn chất amid thơm 

mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-

tetrazol-2-yl). 

01 

Quy trình đầy đủ, chi tiết các bước tiến hành, 

thông số điều kiện phản ứng, các bước chiết 

tách chất. 

16. PHƯƠNG THỨC CHUYỂN GIAO KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ ĐỊA CHỈ ỨNG DỤNG 

16.1. Phương thức chuyển giao 

- Kết quả nghiên cứu của đề tài được giao nộp trực tiếp cho cơ quan chủ trì đề tài (Trường Đại học Mỏ - Địa chất) 

16.2. Địa chỉ ứng dụng 

- Bộ môn Hoá, Khoa Khoa học cơ bản, Trường Đại học Mỏ - Địa chất sử dụng kết quả của đề tài làm tài liệu tham 

khảo cho các nghiên cứu chuyên sâu về Hoá hữu cơ, Hoá dược, phân tích, kiểm nghiệm, …  

- Bộ môn Hoá dược, Khoa Công nghệ Hoá dược, Trường Đại học Dược Hà Nội sử dụng kết quả của đề tài làm tài 

liệu tham khảo cho các nghiên cứu chuyên sâu về Hoá hữu cơ, Hoá dược. 

17. TÁC ĐỘNG VÀ LỢI ÍCH MANG LẠI CỦA KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

17.1. Đối với lĩnh vực giáo dục và đào tạo 

Kết quả nghiên cứu của đề tài có thể được dùng làm tài liệu tham khảo phục vụ giảng dạy và nghiên cứu chuyên sâu 

về các lĩnh vực Hoá hữu cơ, Hoá dược nói chung và Hoá hữu cơ, Hoá dược tại Trường Đại học Mỏ - Địa chất, trường 

Đại học Dược Hà Nội và trường Đại học Phenikaa.   

17.2. Đối với lĩnh vực khoa học và công nghệ có liên quan 

Kết quả nghiên cứu định hướng tổng hợp các dẫn chất tiềm năng ứng dụng nghiên cứu phát triển thuốc mới. 

17.3. Đối với phát triển kinh tế-xã hội 



Kết quả nghiên cứu hướng tới kỳ vọng tìm kiếm chất tiềm năng trong điều trị bệnh Alzheimer. 

17.4. Đối với tổ chức chủ trì và các cơ sở ứng dụng kết quả nghiên cứu 

- Bổ sung nguồn dữ liệu cho các giáo trình, bài giảng về Hóa hữu cơ, Hoá phân tích, Hoá dược, Hoá môi trường ...  

- Là cơ sở dữ liệu cho việc xây dựng quy trình, tổng hợp thuốc. 

- Góp phần nâng cao năng lực và kinh nghiệm nghiên cứu cho đội ngũ các nhà khoa học và các thành viên tham gia 

đề tài của trường Đại học Mỏ - Địa chất, trường Đại học Dược Hà Nội, trường Đại học Phenikaa. 

18. ĐỊNH HƯỚNG PHÁT TRIỂN TIẾP THEO CỦA ĐỀ TÀI NGHIÊN CỨU  

18.1. Đề xuất phát triển thành đề tài cấp cao hơn  

Nội dung nghiên cứu của đề tài nằm trong định hướng của nhóm nghiên cứu nhằm triển khai đề tài cấp cao hơn (cấp 

Bộ năm 2026-2028) với tên dự kiến: Tổng hợp và đánh giá tác dụng ức chế acetylcholinesterase hướng điều trị bệnh 

Alzheimer của một số dẫn chất mang khung tetrazolamid mới. 

Kinh phí dự kiến: 800 triệu đồng. 

 

18.2. Khả năng thương mại hóa sản phẩm 

 

18.3. Khả năng đăng ký bản quyền sở hữu trí tuệ  

19. KINH PHÍ THỰC HIỆN ĐỀ TÀI VÀ NGUỒN KINH PHÍ 

Kinh phí thực hiện đề tài: 30.000.000 đồng 

Trong đó: 

    Từ nguồn thu của Nhà trường: 30.000.000 đồng                          

    Các nguồn khác: 0 đồng 

Stt Khoản chi, nội dung chi Thời gian 

thực hiện 

Tổng kinh 

phí 

Nguồn kinh phí Ghi 

chú 

Kinh phí từ 

nguồn thu 

của Nhà 

trường 

Các nguồn 

khác 

 

1 Chi tiền công lao động trực tiếp  26.352.000 26.352.000   

2 Chi mua vật tư, nguyên, nhiên, vật liệu      

3 Chi sửa chữa, mua sắm tài sản thiết bị 

nghiên cứu 

     

4 Chi hội thảo khoa học, công tác phí      

5 Chi điều tra, khảo sát thu thập số liệu      

6 Chi văn phòng phẩm, thông tin liên lạc, 

in ấn 

 148.000 148.000   

7 Chi họp hội đồng đánh giá, nghiệm thu 

cấp cơ sở 

 2.000.000 2.000.000   

8 Chi quản lí chung  1.500.000 1.500.000   

9 Chi khác      

 Tổng cộng  30.000.000 30.000.000   

                               

Ngày … tháng … năm … 

                      Đơn vị chủ trì 
 

 Ngày 2 tháng 01 năm 2025 

Chủ nhiệm đề tài 
   

 

 

ThS Nguyễn Viết Hùng 

 

Ngày … tháng … năm … 

HIỆU TRƯỞNG 



TRƯỜNG ĐẠI HỌC MỎ - ĐỊA CHẤT Phụ lục 1

Chủ nhiệm: Nguyễn Viết Hùng

Mã số: T25-16

STT Loại sản phẩm

Sản phẩm 

Đăng ký theo thuyết minh 

được duyệt

Số lượng 

sản phẩm thực tế

Số lượng 

sản phẩm vượt trội so với 

thuyết minh được duyệt 

Ghi chú

I Sản phẩm khoa học

Bài báo:

Synthesis and evaluation of the acetylcholinesterase inhibitory 

effects of some new pentanamide derivatives bearing a 

Naphthalen-2-yl Scaffold

Nguyen Viet Hung, Vu Minh Huy, Pham Thi Minh Ngoc, Tiep K. 

Nguyen, Phan Thi Phuong Dung, Son Tung Ngo, Le Minh Dong, & 

Phuong-Thao Tran, (2025). Tạp Chí Nghiên cứu Dược Và Thông Tin 

Thuốc, 24. https://doi.org/10.59882/1859-364X/289.

01 bài báo đăng tạp chí

chuyên ngành trong nước

01 bài báo đăng tạp chí

chuyên ngành trong

nước

Bài báo:

Novel Naphthalene-2-yl Butanamide Derivatives: Synthesis and 

Evaluation of Acetylcholinesterase Inhibitory Activity

Nguyen Viet Hung, Nguyen Anh Chi, Hoang Tran, Tiep K.Nguyen, 

Van-Hai Hoang, Tran Thi Thu Hien, Phuong-Thao Tran, (2025). Tạp 

chí Khoa học, Công nghệ và Kỹ thuật Việt Nam, Chấp nhận đăng 

tháng 8/2025.

01 bài báo đăng tạp chí

chuyên ngành trong nước

01 bài báo đăng tạp chí

chuyên ngành trong

nước

II Sản phẩm đào tạo

Đại học: Vũ Minh Huy K75 - Ngành Dược học

QĐ 297/QĐ-DHN, 2025

Khóa luận tốt nghiệp: SYNTHESIS AND EVALUATION OF 

ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITORY ACTIVITY OF NOVEL 

PENTANAMIDE DERIVATIVES BEARING A NAPHTHALENE-2-YL 

SCAFFOLD

Người hướng dẫn 1: PGS. TS. Trần Phương Thảo, Bộ môn Hóa Dược 

Trường Đại học Dược Hà Nội

Người hướng dẫn 2: NCS. Nguyễn Viết Hùng, Bộ môn Hóa , Khoa 

Khoa học cơ bản, trường Đại học Mỏ - Địa chất

01 sinh viên bảo vệ khóa 

luận tốt nghiệp

01 sinh viên bảo vệ khóa 

luận tốt nghiệp

Bảng Kê khai sản phẩm thuộc đề tài NCKH cấp cơ sở

Tên đề tài: Tổng hợp một số dẫn chất amid thơm mới mang khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-2H-tetrazol-2-yl) và đánh giá tác dụng ức chế acetylcholinesterase định 

hướng điều trị bệnh Alzheimer



Đại học: Nguyễn Anh Chi K75 - Ngành Dược học

QĐ 297/QĐ-DHN, 2025

Khóa luận tốt nghiệp: SYNTHESIS AND EVALUATION OF 

ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITORY ACTIVITY OF NOVEL 

BUTANAMIDE DERIVATIVES BEARING A NAPHTHALENE-2-YL 

SCAFFOLD

Người hướng dẫn 1: PGS. TS. Trần Phương Thảo, Bộ môn Hóa Dược 

Trường Đại học Dược Hà Nội

Người hướng dẫn 2: NCS. Nguyễn Viết Hùng, Bộ môn Hóa , Khoa 

Khoa học cơ bản, trường Đại học Mỏ - Địa chất

01 sinh viên bảo vệ khóa 

luận tốt nghiệp

01 sinh viên bảo vệ khóa 

luận tốt nghiệp

01 sinh viên bảo vệ khóa luận 

tốt nghiệp

III Sản phẩm ứng dụng

Mẫu, mô hình

5-7 dẫn chất amid mới 

mang khung 2-(5-

(naphtalen-2-yl)-2H-

tetrazol-2-yl)

10 dẫn chất amid mới 

mang khung 2-(5-

(naphtalen-2-yl)-2H-

tetrazol-2-yl)

3 dẫn chất amid mới mang 

khung 2-(5-(naphtalen-2-yl)-

2H-tetrazol-2-yl)

Dây chuyền công nghệ 01 quy trình tổng hợp 01 quy trình tổng hợp 

Chủ nhiệm đề tài 

ThS. Nguyễn Viết Hùng
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a B S T r a c T

acetylcholinesterase (ache) is an important enzyme in the synaptic cleft of the cholinergic
nervous system, many studies have shown that a deficiency in this enzyme can lead to
cognitive decline in alzheimer's disease. Therefore, it is a crucial target in the development
of new drugs for the treatment of this disease. five potential new compounds (IVa, IVb,
IVc, IVd, IVe)were synthesized through a sequence of five reactions: [3+2] cycloaddition,
N-alkylation, ester hydrolysis, acidification, and amidation, with the starting material being
2-naphthalene carbonitrile. Thin layer chromatography (TLc) and melting point
determination are two methods used to assess the purity of the synthesized compounds.
The structures of the compounds were confirmed through three spectroscopic methods,
including high-resolution mass spectrometry (hrmS), proton nuclear magnetic resonance
(1h-Nmr) spectroscopy, and carbon nuclear magnetic resonance (13c-Nmr)
spectroscopy. after that, the five synthesized compounds were evaluated for the biological
activity based on their ability to inhibit the ache enzyme and their drug-like properties.
among the five synthesized compounds, three demonstrated the ability to inhibit ache
with ic50 values ranging from 236.80 ± 8.17 μm to 354.88 ± 8.17 μm. all five compounds
met the criteria of Lipinski's rule of five, and one compound was found to be within the
range capable of crossing the blood-brain barrier according to Veber's rules. This research
suggested the potential structural frameworks in synthesizing ache inhibitor derivatives
for treating alzheimer’s disease.

*Corresponding author: thaotp@hup.edu.vn
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INTRODUCTION
alzheimer's disease (aD) is a common

condition that leads to memory loss and a
progressive decline in cognitive functions. it
was first reported at a psychiatric conference
in germany in 1906 by alois alzheimer, after
he was introduced to a 51-year-old female
patient named auguste Deter [1-3]. The
cholinergic hypothesis suggests that a
deficiency in the crucial neurotransmitter
acetylcholine (ach) contributes to cognitive
decline in aD, with one of the causes of this
deficiency being the hydrolysis of ach by
acetylcholinesterase (ache) [4, 5].
consequently, ache has become a potential
therapeutic target, prompting research and the
development of new drugs aimed at inhibiting
this enzyme for the treatment of aD [6].

The structure of acetylcholinesterase
(ache) consists of three important regions:
the catalytic active site (caS), the peripheral

site (PaS), and the narrow channel connecting
the caS and PaS [7]. compounds capable of
effectively inhibiting ache need to possess
components that bind to either the caS or
PaS, or have the ability to bind to both
regions, with an appropriate linker that
interacts with the narrow channel region [8].

Naphthalene is a bicyclic aromatic system
containing 10 carbon atoms and 8 hydrogen
atoms. Naphthalene-based derivatives exhibit
a wide range of potential biological activities,
including anticancer, antimicrobial, anti-
inflammatory, antiviral, neuroprotective, and
antipsychotic effects [9]. moreover, some
studies have shown that naphthalene-based
derivatives exhibit strong activity against
certain molecular targets in the treatment of
alzheimer’s disease, with the inhibition of
acetylcholinesterase (ache) enzyme gaining
significant attention [10, 11]. in 2020, fareeha
anwar and her colleagues synthesized
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Figure 1. A)­illustration of the structure of ache including: active center region (caS), 
border barrier region (PaS) and channel lumen region. B) Structures of naphthalene derivatives. 

C) Structures of target compounds.



compounds KL1, which exhibited ic50 values
of 12.53 ± 0.21 μm against ache (Figure
1B) [10]. in addition, derivatives containing an
amide group demonstrate several potential
effects, such as anticancer, Parkinson’s disease
treatment, protection against acute lung injury,
and ulcerative colitis, among others [12].
furthermore, numerous studies indicate that
compounds with an amide group exhibit
strong inhibition of ache, making these
compounds a focus of research for aD
treatment [3].

in this study, based on the known structure
of ache, previously published ache
inhibitors, and the potential of the naphthalene
scaffold and amide group, we synthesized and
evaluated the acetylcholinesterase inhibitory
activity and drug-like properties of five novel
compounds with the structure 5-(5-
(naphthalene-2-yl)-2H-tetrazole-2-yl)-N-
phenylpentanamide (Figure 1C).

MATERIALS AND METHODS
Chemistry
reagents were purchased from domestic or

foreign suppliers (merck, Sigma-aldrich) are

used directly without purification. Solvents
were purchased from merck (germany),
Sigma-aldrich, fisher (uSa), South Korea
and china suppliers. The progression of
reactions was monitored by thin layer
chromatography (TLc) using merck Kieselgel
60f254 thin plates and visualized under uV
light at 254 nm. 

The potential compounds IVa, IVb, IVc,
IVd, IVe bearing the 5-(5-(naphthalene-2-yl)-
2H-tetrazole-2-yl)-N-phenylpentanamide
scaffold were synthesized from 2-naphthalene
carbonitrile (I) according to Scheme 1 below.

Scheme 1. Synthesis of naphthalene
derivatives (IVa-e). reagents and conditions:
(a) i) NaN3, Zncl2, Dmf, 110oc, 8h; ii)
methyl-5-chloropentanoate, 60oc, 2h; (b) i)
Naoh, meoh, room temperature, 1.5h; ii)
hcl đặc, ph = 1-2; (c) aniline derivatives,
hoBt, eDc.hcl, et3N, Dcm, Dmf, room
temperature, 60oc, 8h.

2-pyridin carbonitrile (1.0 eq, 10 mmol)
was dissolved in N,N-dimethylformamide
(Dmf), and then NaN3 (1.5 eq, 15 mmol) and
Zncl2 (0.1 eq, 1 mmol) was added. The
mixture was stirred at 110°c for 8 hours. The
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Scheme 1: Synthesis scheme of five IVa-e derivatives
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reaction progress was monitored by TLc.
upon completion of the reaction, the
temperature was lowered to room temperature,
and methyl-5-chloropentanoate (1.5 eq, 15
mmol) was added. The reaction was heated
and maintained at 60°c for 2 hours. The
mixture was cooled, and a saturated solution
of Na2co3 (25 mL) was added to precipitate
Zn²⁺. The mixture was extracted with ethyl
acetate (ea) (30 mL x 3 times), the organic
layer phase was collected, dried with
anhydrous Na₂So₄, and organic solvent was
removed under reduced pressure. The resulting
mixture was purified by silica gel column
chromatography with mobile phase of ea:n-
hexane (30% ea) to yield compound II.
compound IIwas used as the starting material
for subsequent reactions.

compound III was synthesized from ester
II in two stages: first, hydrolysis of ester II
was carried out using Naoh in methanol
solvent, and then the resulting mixture was
acidified with concentrated hcl to yield
compound III. The intermediate ii was
dissolved in meoh followed hydrolysis with
Naoh (2 eq). The reaction mixture was stirred
for about 1.5h at room temperature. Then
concentrated hcl was added to the mixture
until the ph reached 1-2. The mixture was then
evaporated to remove methanol, obtaining a
mixture of compound III and Nacl salt. 
Next, a solvent mixture of methanol:
dichloromethane (meoh:Dcm = 4:1) was
added to the solid mixture, and the Nacl salt
was filtered off, obtaining the filtrate
containing acid III.

Next, compound III was dissolved in a
minimal amount of Dmf, then
hydroxybenzotriol (hoBt, 1.2 eq), N-(3-
dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide
hydrochloride (eDc.hcl, 1.2 eq), aniline
derivatives were added into the reaction vessel

(1.2 eq). a sufficient amount of Dcm solvent
was added. The reaction was stirred for 8h at
60oc. When the reaction completed, the
solvent was removed by evaporating. Then
10% Nahco3 was added to the mixture,
extracted the mixture with ea to collect the
ea layer. The ea layer was dried with
anhydrous Na2So4 then evaporated under
reduce pressure. The mixture was purified by
silica gel column chromatography with mobile
phase ea:n-hexane (10% ea), and the final
product IVa-e was dried in a freeze dryer.

melting points of synthesized compounds
were measured using a Stuart Scientific
melting point apparatus SmP3 (made in the
uK). chemical shifts are reported in parts per
million (ppm) relative to TmS. mass spectra
were obtained using an agilent 6530 accurate-
mass QTof Lc/mS (united States) with
electron spray ionization (eSi).

AChE inhibitory activity
SPL 96-well plate (Korea), tip 1000, 200

microliter from ahL (germany), micropipette
1000, 200 microliter Nichiryo (Japan); ache
enzyme (Sigma-aldrich, uSa), acetyl-
thiocholine iodide (aTci, Sigma-aldrich, uSa),
5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid (DTNB, Tci,
Japan), galantamine hydrobromide (Tci,
Japan) were used in the experiment to evaluate
the ability to inhibit ache of the synthesized
compounds by the spectrophotometric method
of ellman [13] with slight modification [14].
ache inhibitory effect was evaluated on a
Varioskan Lux 96-well plate reader. 20 μL of
different concentrations of test solutions in
phosphate buffer ph 8.0, 20 μL 19.2 mm
DTNB solution, 20 μL 19.2 mm aTci solution
and 20 μL of 0.25 iu/ml ache solution, was
added with phosphate buffer ph 8.0 until the
total volume was 200 μL. incubate the mixture
at 25oc for 30 minutes, then measure the
absorbance of the mixture at 412 nm
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wavelength. each substance was tested for its
ability to inhibit ache at five concentrations
of 256 μm, 128 μm, 64 μm, 32 μm, 16 μm,
the test was repeated three times
independently. The percentage (%) of ache
inhibition of the substances at the tested
concentrations is calculated according to the
formula:

in which: Blank: aTci, DNTB in ph 8.0
buffer solution

control: aTci, DTNB and enzyme in ph
8.0 buffer

Test sample: test substance (or galantamine
hydrobromide control), aTci, DTNB and
enzyme in ph 8.0 buffer solution 

The analyses were performed using
microsoft excel (microsoft corp., redmond,
Wa, uSa) and the values are expressed as
mean ± SD. The ache inhibitory activity of
each sample was expressed in terms of the ic50

value (μm required to inhibit the hydrolysis of
the substrate, acTi by 50%), as calculated
using Tablecurve 2Dv4 software.

Molecular docking simulations
five synthesized compounds were docked

into ache by autoDock Vina to characterize
the binding pose and binding affinity of
ligands to ache. in particular, the structure of
human ache was downloaded from the
Protein Data Bank (PDB) with an iD of 4ey6
[14]. autoDock Tools was employed to
topologies both the receptor and ligands. The
docking grid center was selected as the native
ligand center of mass. The grid size was
selected as 30×30×30 Å, the center
coordinates of the grid box were set to X = -
12.053, y = -42.677, Z = 28.902. The largest
energy difference between docking modes was
7.0 kcal mol−1. molecular docking simulations
were performed using autoDock Vina (version

1.2.5) with the exhaustiveness parameter
reaching 20. The docking poses of free binding
energy conformations were visualized using
BioVia Discovery Studio 2025 client.

Physicochemical properties studies
Some physicochemical properties and

drug-likeness predictions of three-synthesized
compounds were predicted by using the
SwissaDme platform [15] and the BoiLeD-
egg permeation method [16]. a potential ache
inhibitor should observe the criteria of
Lipinski’s rule of five [17] and Veber’s rule [18].

RESULTS AND DISCUSSIONS
RESULTS
The designed compounds IVa-e were

synthesized following Scheme 1. Then their
purity was confirmed by measuring the
melting point and using TLc; their structures
were determined by hr-mS and Nmr
spectra. The detailed information of their
spectra is given below.

5-(5-(naphthalene-2-yl)-2H-tetrazole-2-yl)-
N-phenylpentanamide (IVa). off-white solid,
yield: 50 %. mp: 210.7-211.9oc, rf = 0.45
(ea:n-hexane = 1:1). 1h-Nm r (cDcl3, 500
mhz) δ 8.68 (s, 1h, h1’), 8.21 (dd, J = 9.5 hz,
1h, h3’), 7.95 (d, J = 6.8 hz, 2h, h4’,h8’),
7.88 (d, J = 6.5 hz, 1h, h5’), 7.55 (m, 2h, h6’,
h7’), 7.50 (d, J = 8.0 hz, 2h, h2’’, h6’’), 7.30
(t, J = 7.0 hz, 2h, h3’’, h5’’), 7.10 (t, J = 7.3
hz, 1h, h4’’), 4.74 (t, J= 5.3 hz, 2h, h5), 2.44
(t, J = 7.3 hz, 2h, h2), 2.21-1.85 (m, 4h, h3,
h4). 13c-Nmr (cDcl3, 125 mhz) δ 170.1
(c=o), 165.3 (N=c-N), 137.7 (c1”), 134.2
(c4a’), 133.2 (c8a’), 129.0 (c4’), 128.8 (c8’),
127.9 (c3”, c5”), 127.1 (c2’, c5’), 126.7 (c6’,
c7’), 124.7 (c1’), 124.4 (c3’), 123.9 (c4”),
119.8 (c2”, c6”), 52.8 (c5), 36.5 (c2), 28.7
(c4), 22.3 (c3). hr-mS (eSi) m/z calculated
for c22h22N5o+ ([m+h]+) = 372.1819, found
hr-mS m/z for [m+h]+= 372.1807.
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N-(2-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalene-2-
yl)-2H-tetrazole-2-yl)pentanamide (IVb).
off-white solid, yield: 53 %. mp: 212.1-
212.9oc, rf = 0.42 (ea:n-hexane = 1:1). 1h-
Nmr (cDcl3, 500 mhz) δ 8.71 (s, 1h, h1’),
8.38 (d, J = 8.5 hz, 1h, h3”), 8.24 (dd, J = 8.5
hz, 1h, h3’), 7.98 (d, J­ = 8.5 hz, 2h,
h4’,h8’), 7.91 (d, J = 7.0 hz, 1h, h5’), 7.63
(s, 1h, co-Nh), 7.56 (m, 2h, h6’, h7’), 7.38
(dd, J = 8.0 hz, 1h, h6”), 7.30 (d, J = 7.8 hz,
1h, h5”), 7.06 (d, J = 7.8 hz, 1h, h4”), 4.78
(t, J = 7.3 hz, 2h, h5), 2.55 (t, J = 7.3 hz, 2h,
h2), 2.26 (quint, J = 7.4 hz, 2h, h4), 1.91
(quint, J = 7.5 hz, 2h, h3). 13c-Nmr (cDcl3,
125 mhz) δ 170.2 (c=o), 165.4 (N=c-N),
134.4 (c1”), 134.2 (c4a’), 133.2 (c8a’), 129.0
(c4’), 128.8 (c8’, c3”), 127.9 (c5”), 127.8
(c2”), 127.1 (c2’, c5’), 126.7 (c6’, c7’),
124.7 (c4”, c1’), 123.9 (c3’), 121.7 (c6”),
52.8 (c5), 36.7 (c2), 28.7 (c4), 22.2 (c3).
hr-mS (eSi) m/z calculated for
c22h20clN5oNa+ ([m+Na]+) = 428.1249/
430.1219, found hr-mS m/z for [m+Na]+ =
428.1069/430.0992.

N-(3-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalene-2-
yl)-2H-tetrazole-2-yl)pentanamide (IVc). off-
white solid, yield: 45 %. mp: 211.8-213.3oc,
rf = 0.47 (ea:n-hexane = 1:1). 1h-Nmr
(cDcl3, 500 mhz) δ­8.70 (s, 1h, h1’), 8.23
(dd, J = 8.5 hz, 1h, h3’), 7.98 (dd, J = 8.5 hz,
2h, h4’, h8’), 7.91 (d, J = 7.5 hz, 1h, h5’),
7.67 (s, 1h, co-Nh), 7.58 (m, 4h, h6’, h7’),
7.35 (d, J = 8.0 hz, 1h, h6”), 7.23 (m, 2h,
h2”, h5”), 7.09 (d, J = 7.5 hz, 1h, h4”), 4.78
(t, J = 6.8 hz, 2h, h5), 2.46 (t, J = 7.3 hz, 2h,
h2), 2.24 (quint, J = 7.3 hz, 2h, h4), 1.88
(quint, J = 7.5 hz, 2h, h3). 13c-Nmr (cDcl3,
125 mhz) δ 170.2 (c=o), 165.4 (N=c-N),
138.8 (c1”), 134.7 (c3”), 134.3 (c4a’), 133.2
(c8a’), 130.0 (c2”), 128.8 (c4’), 128.70
(c8’), 127.9 (c5”), 127.2 (c2’, c5’), 126.7
(c6’, c7’), 124.5 (c1’, c4”), 123.9 (c3’),

119.9 (c6”), 52.8 (c5), 36.4 (c2), 28.6 (c4),
22.1 (c3). hr-mS (eSi) m/z calculated for
c22h21clN5o+ ([m+h]+) = 406.1429/408.1400,
found hr-mS m/z for [m+h]+ = 406.1417/
408.1404.

N-(4-chlorophenyl)-5-(5-(naphthalene-2-
yl)-2H-tetrazole-2-yl)pentanamide (IVd).
off-white solid, yield: 59 %. mp: 214.7-
215.9oc, rf = 0.40 (ea:n-hexane = 1:1). 1h-
Nmr (cDcl3, 500 mhz) δ 8.59 (s, 1h, h1’),
8.12 (dd, J = 8,5 hz, 1h, h3’), 7.87 (d, J = 8.5
hz, 2h, h4’, h8’), 7.81 (d, J = 7.0 hz, 1h,
h5’), 7.48 (m, 2h, h6’, h7’), 7.37 (d, J = 9.0
hz, 2h, h2”, h6”), 7.16 (d, J = 8.0 hz, 2h,
h3”, h5”), 4.67 (t, J = 7.0 hz, 2h, h5), 2.36
(t, J = 7.3 hz, 2h, h2), 2.14 (quint, J = 7.3 hz,
2h, h4), 1.77 (quint, J = 7.5 hz, 2h, h3). 13c-
Nmr (cDcl3, 125 mhz) δ 170.2 (c=o),
165.4 (N=c-N), 136.3 (c1”), 134.3 (c4a’),
133.2 (c8a’), 129.0 (c4’), 128.8 (c8’), 128.7
(c4”), 127.9 (c3”, c5”), 127.2 (c2’, c5’),
126.7 (c6’, c7’), 124.6 (c1’), 123.8 (c3’),
121.0 (c2”, c6”), 52.8 (c5), 36.4 (c2), 28.6
(c4), 22.2 (c3). hr-mS (eSi) m/z calculated
for c22h21clN5o+ ([m+h]+) = 406.1429/
408.1400, found hr-mS m/z for [m+h]+ =
406.1417/408.1404.

N-(4-bromophenyl)-5-(5-(naphthalene-2-
yl)-2H-tetrazole-2-yl)pentanamide (IVe). off-
white solid, yield: 55 %. mp: 219.1-220.5oc,
rf = 0.38 (ea:n-hexane = 1:1). 1h-Nmr
(cDcl3, 500 mhz) δ 8.67 (s, 1h, h1’), 8.20
(dd, J = 8.5 hz, 1h, h3’), 7.95 (d, J = 8.5 hz,
2h, h4’,h8’), 7.89 (d, J = 7.0 hz, 1h, h5’),
7.55 (m, 2h, h6’, h7’), 7.40 (m, 4h, h2”,
h3”, h5”, h6”), 7.13 (s, 1h, co-Nh), 4.75 (t,
J­= 7.0 hz, 2h, h5), 2.43 (t, J = 7.3 hz, 2h,
h2), 2.22 (quint, J­= 7.3 hz, 2h, h4), 1.85
(quint, J = 7.4 hz, 2h, h3). 13c-Nmr
(cDcl3, 125 mhz) δ 170.1 (c=o), 165.4
(N=c-N), 136.8 (c1”), 134.3 (c4a’), 133.2
(c8a’), 132.0 (c4’), 128.8 (c8’), 128.7 (c4”),
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127.9 (c3”, c5”), 127.2 (c2’, c5’), 126.72
(c6’), 126.67 (c7’), 124.7 (c1’), 123.9 (c3’),
121.3 (c2”, c6”), 52.8 (c5), 36.4 (c2), 28.6
(c4), 22.2 (c3). hr-mS (eSi) m/z calculated
for c22h21BrN5o+ ([m+h]+) = 406.1429/
408.1400, found hr-mS m/z for [m+h]+ =
406.1417/408.1404.

after that, five compounds IVa, IVb, IVc,
IVd and IVe were evaluated by ic50 and
compared with galantamine hydrobromide as
the positive control. results expressed as ic50

value are presented in Table 1.
We conduct further research on the

interaction of the 5 synthesized compounds
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Table 1. ic50 value of compounds IVa, IVb, IVc, IVd and IVe

Table 2. The binding energy of compounds IVa-e



with ache by performing molecular docking
simulations using autoDock Vina.
galantamine is predicted to bind with ache
at the binding site with energy of -10.3
kcal/mol (Table 2). 

in addition, the calculation of the
physicochemical properties of synthesized
compounds IVa, IVb, IVc, IVd and IVe are
shown in Table 3.

DISCUSSION
The above spectral analysis confirmed the

structures of the synthesized derivatives as
initially designated. The 1h-Nmr spectra of
all compounds exhibited peaks between 1.77
and 8.71 ppm. The protons of the methylene
and ethylene groups were clearly visible in the
1h-Nmr spectra. however, the amine proton
(Nh) was weak and difficult to detect due to

its exchange with the solvent. The 1h-Nmr
spectrum of all compounds showed a single
peak with a chemical shift of about 8.59 to
8.71 ppm (in cDcl3) corresponding to the
proton of c1’. moreover, the peak of h3'
shows splitting due to interaction with h4' and
its proximity to the tetrazole ring The 13c-
Nmr data showed all expected carbon peaks,
ranging from 22.1 to 170.2 ppm. The mass
spectra displayed the ion molecular peak
([m+h]+ or [m+Na]+), which corresponded to
the expected molecular weight of the target
compounds. for the four compounds IVb-d
with a chloro group, and compound IVe with
a bromo group, these four compounds have
two isotopes. Therefore, we need to determine
two m/z values of these compounds and
confirm them with the obtained mass
spectrum. The m/z isotopic values of
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Table 3. calculated physicochemical properties data for compounds IVa-e

*hBa: hydrogen Bonding acceptor; hBD: hydrogen Bonding Donnor; TPSa: Topological Polar Surface
area (Å2); NorT: Number of rotatable Bond. **ro5: Lipinski’s rule of five



compounds IVb-e are also displayed as
corresponding molecular ion peaks in the mass
spectrum. The spectral structure confirmation
results showed agreement with the expected
structures.

In Table 1, There are three compounds
with ic50 values from 236.80 ± 8.17 μm to
354.88 ± 8.17 μm. compound IVc showing
the best activity among them, having the
smallest ic50. Two compounds IVb and IVe
exhibit poor ache inhibitory activity with ic50

> 1000 μm. compounds IVc and IVd exhibit
better activity than IVa, while compounds IVb
and IVe show lower activity compared to IVa.
Therefore, there is no clear pattern regarding
the introduction of different halogen
substituents at different positions on the phenyl
ring in relation to ache inhibitory activity.

The results of molecular docking
simulations (Table 2) show that in the
structure of the synthesized compounds, the
naphthalene ring is attached to the caS region
of ache, through Trp86. Trp86 is a critical
amino acid residue in the structure of ache,
as it serves as the initial binding site for the
acetylcholine molecule, thereby initiating the
catalytic hydrolysis reaction, thus this results
indicate that these compounds possess
potential as ache inhibitors. our  molecular
docking simulations also revealed binding
energies for the five compounds ranging from
-10.0 to -7.8 kcal/mol (Table 2), showing a
strong affinity for ache. The correlation
between the ic50 values and the binding energy
of the compounds with ache is not yet clear,
and further studies are needed to establish the
structure-activity relationship of the
compounds with a naphthalene scaffold.

To assess the drug-likeness and oral
bioavailability of the synthesized compounds,
we applied Lipinski's rule and Veber's rule. all
five compounds satisfied both of these rules.

moreover, the BoiLeD-egg diagram of the
compounds presented in supporting
information shows that IVa is in the region
with the potential for blood-brain barrier
(BBB) penetration, thus compound IVa
demonstrates strong potential as a promising
ache inhibitor for drug development. These
findings highlight the potential of naphthalene
and amide derivatives as ache inhibitors for
alzheimer's patients.

CONCLUSION
in this study, we synthesized five

compound bearing the naphthalene-2-yl
scaffold IVa-e starting from 2-naphthalene
carbonitrile. Three reaction used was [3+2]
cycloaddition to form tetrazole ring, followed
by an N-alkylation reaction with methyl-5-
chloropentanoate reagent. Next is the ester
hydrolysis reaction to form a salt, followed by
acidifying the salt to obtain the acid
carboxylic. finally reaction was amide
coupling, which used acid carboxylic and
aniline derivatives to form final coumpounds
IVa-e. hrmS and Nmr spectroscopy were
used to confirm that the structures of the
synthesized compounds were as expected.
IVa, IVc and IVd have the ability to inhibit
ache, with compound IVc showing the best
inhibitory activity. additionally, all five
compounds demonstrated drug-like properties
and good oral bioavailability according to
Lipinski's and Veber's rules. compound IVa is
predicted to be able to cross the blood-brain
barrier according to the permeability method
in the BoiLeD-egg model, thus compound
IVa demonstrates strong potential as a promising
ache inhibitor for drug development.

ADDITIONAL INFORMATION
Supplementary information: The online

version contains supplementary material
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