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LOI CAM ON

Lugdn &n nay duoc thuc hién tai Vién Hod sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc
va Cong nghé Viét Nam, véi su hé tro-kinh phi cia dé tai nghién cizu khoa hoc trong
diém cdp Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam: “Nghién cizu phan ldp
cac hop chdt tir mét sé déng vdat Da gai ¢ viing bién Trung bg (viing bién Bdc Trung
Bé dén bién Trung Trung B4 Viét nam) nham tim kiém cac hoat chdt c6 khd nding diét
té bao ung thw thir nghiém va khang viém nham tgo ra san pham c6 tac dung hé tro
tang cwong suc khoe”’, ma s6: VAST.TP.DLB.03/16-18.

Toi xin bay té 101 cam on chdn thanh va séu sdc, sw cam phuc va kinh trong
téi GS. VS. Chdu Van Minh va TS. Nguyén Hoai Nam, nhitng nguwoi thay da tan tinh
hwréng dan, hét 1ong chi bdo va tao moi diéu kién giip dé toi trong thoi gian 1am lugn
an.

TOi xin trén trong cdam on Ban Lanh dao Hoc vién, Phong Pao tao Hoc vién
Khoa hoc va Cong nghé da givip dé va tao moi diéu kién thudn loi cho t6i trong sust
qua trinh hoc tdp, nghién cizu va thyec hién lugn an.

Toi Xin tran trong cdm on Ban lanh dao Vién Hoa sinh bién clng tdp thé can
bé - cac nha khoa hoc cua Vién da quan tdm givip dé va da tao moi diéu kién thudn
loi cho tdi trong suét qua trinh hoc tdp va nghién cizu thyec hién ludgn an nay.

T6i xin chan thanh cam on Phong Duroc liéu bién - Vién Hoa sinh bién, TS.
Nguyén Xudn Cuong, TS. Nguyén Vin Thanh Va cac cong s da tao diéu kién gidp
dé va ¢ nhieng loi khuyén bé ich nhaizng gép ¥ quy bau trong viéc thiec hién va hoan
thién lugn an.

Toi xin bay té 10ng biét on chdn thanh va sdu sdc nhat téi toan thé gia dinh,
ban bé va nhitng ngwoi than da luén luén quan tam, khich 1é, déng vién tdi trong suét
qué trinh hoc tdp va nghién cuu.

Xin tran trong cam on!

Tac gia

Lé Hoang
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Ky hiéu Tiéng Anh Tiéng Viét
Cic phwong phdp sdc ky:
CC/SKC Column Chromatography Sic ky cot
TLC Thin Layer Chromatography Sic ky 16p mong
Cic phwong phdp pho:

13¢ NMR Carbon-13 Nuclear Magnetic Ph6 cong huong tir hat nhan
Resonance Spectroscopy cacbon 13

CTPT Molecular Formula Cong thuc phan tir
One-Dimensional/two- Pho cong huong tir hat nhan
Dimensional Nuclear maot chiéu va hai chiéu

1D/2D NMR :
Magnetic Resonance
Spectroscopy
Distortionless Enhancement | Phd DEPT

DEPT -
by Polarisation Transfer

DMSO Dimethylsulfoside Dimethylsulfoside

ESIMS Electronspray lonization | Phé khdi ion héa phun mu
Mass Spectrum dién tu

KLPT Molecular Weight Khdi lugng phan tir

1H NMR Proton Magnetic Resonance Ph6 cong huong tir hat nhan
Spectroscopy proton
IH-'H  Chemical  Shift | Pho twong tac proton

'H-1H COSY :
Correlation Spectroscopy
High Resolution Time Pho khdi phan giai cao thoi

HR-TOF-MS _ an b
of-Flight Mass Spectrometer gian bay

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Pho twong tac di hat nhan qua
Connectivity nhiéu lién két

HSQC Heteronuclear Single- Phé twong tac di hat nhan qua
Quantum Coherence mot lién két

MeOH Methanol Metanol/ruou metylic

Mp Melting point Piém chay
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Ky hiéu Tiéng Anh Tiéng Viét
Total Correlation .
TOCSY Pho TOCSY
Spectroscopy
TMS Tetramethyl Silane Tetrametyl silan

s: singlet; d: doublet; dd: doublet doublet; ddd: doublet doublet doublet; t: triplet;
dt: doublet triplet; g: quartet; qui: quintet; m: multiplet; br: broad.

Tén caa cac hep chét, [6p chat, nhom thé, chirc hda hec dwec sir dung nguyén
goc theo tiéng Anh.

Céc dong té bao:

Human lung adenocarcinoma

Dong té bao ung thu biéu mé

A549 o _ .
epithelial cell line phoi
GDTB Cytotoxic assay Gay doc té bao
: _ Dong té ba thu co tir
Hela Hela human cervix cell line g e bao ung ©°
cung
HCT-116 Hurr_lan colon_ epithelial Dong té bao ung thu truc trang
carcinoma cell line
Human hepatocellular Dong té bao ung thu gan
HepG2 ) . ..
carcinoma cell line nguoi
HL .60 Human promyelocytic | Dong té bao ung thu mau
leukemia cell line nguoi
KMS-11 Human cellosaurus cell line Dong té bao ung thu tay nguoi
Mouse lymphocytic | Dong té bao bénh bach cau
L1210 : : A
leukemia) cell line lympho chuét
Human prostate | Dong té bao ung thu tién liét
LNCaP : : x \:
adenocarcinoma cell line tuyén nguoi
. . Dong té bao ung thu phoi
LU Lung carcinoma cell line .
nguol
Human breast | Dong té bao ung thu vi nguoi
MCF7 : :
adenocarcinoma cell line
MKN.28 Human gastric cancer cell Dong té bao ung thu da day

line

nguoi
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Ky hiéu Tiéng Anh Tiéng Viét
KB Human epidemoid carcinoma | Dong té bao ung thu biéu md
cell line nguoi
P388 Human leukaemia cell line Dong té bao bach cau nguoi
Human malignant melanoma . .
PRMI-7951 an maiig Dong té bao u sic té 4c tinh
cell line
SK-Mel-2 Human melanoma cell line Dong té bao hic té ngudi
Human ovarian cancer cell Dong té ba thu budn
SK-OV-3 . : g té bao ung uong
line trang
Human gastric cancer cells Dong té bao ung thu da day
SGC-7901 . .-
line nguoi
Human mitochondrial | Dong té bao ung thu tuyén t
SpC-Ad | _ ong ung thu tuyén ty
adenocarcinoma cell line thé
TBUT Cancer cell line Té bao ung thu

Céc thudt ngar sinh hgc khac:

Dulbecco’s Modified Eagle

Moi trudng nudi cdy té bao

DMEM :
Medium DMEM
. . Nong d6 ¢6 hiéu qua & 50% s
ECso Effective concentration 50% x .
mau thi nghiém
EC Effective concentration Nong do c6 hidu qua & 100%
100 100% s6 mau thi nghiém
EDso Effective dose 50% Liéu hiéu dung & 50%
ICs0 Inhibitory concentration 50% | Nong do uc ché & 50%
LDso Lethal dose 50% Liéu chét cap tinh & 50%

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-
MTT yl)2,5-diphenyltetrazolium
bromide]

[3-(4,5-dimetylthiazol-2-
yl)2,5-diphenyltetrazoli
bromua]
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MO PAU

Trai dat 1a hanh tinh cta cac dai duong véi trén 70% dién tich bé mat dugc
bao phu boi nudc min va dai dwong ciing chiém hon 90% thé tich khu vuc sinh séng
Cua trai dat. Vi vay c6 thé n6i raing méi trudng bién so hitu sy da dang sinh hoc loai
I6n nhat véi gan 300.000 loai sinh vat khac nhau. Bién va dai duong 1a ngudn tai
nguyén thién nhién v6 cing quy bau, dam bao cung cip nguyén liéu cho nhiéu nganh
cdng nghiép thiét yéu nhu thuc pham, my pham, hoa duge. ..

Nudc ta duoc thién nhién vu dii véi hon mot triéu km? ving bién, c6 khi hau
nhiét déi gié mia, mat do ctra séng day dic tao nén nhing diéu kién 1y twong cho hé
sinh vat bién rat da dang vé thanh phan loai va trix lwong doi dao. Pa cé mot sé cong
trinh nghién ciru vé cac hop chat thién nhién tir sinh vat bién tir nhitng nam 1970. Tuy
nhién, so sanh véi tiém ning sinh vat bién rat Ion & nudc ta thi dén nay nhing cong
trinh nghién ciru trong nude van con qué it va tan mat, dic biét 1a cac nghién cau vé
dong vat Da gai.

Tinh dén hién tai, da c6 khoang 7.000 loai thudc nganh Da gai (Echinoderm)
da duoc ghi nhan. S6 luong loai thuoc nganh nay khong nhiéu nhung so lugng céc cé
thé cac dong vat thuoc nganh Da gai 1a rat 16n, dac biét 1a & cac ving nudc sach va
nuée sau. Cac dong vat thuoc nganh nay thuong mang nhimg dic diém sinh hoc thi
vi va ludn nhan dugc nhirng sy quan tam nghién ctu tir cac nha khoa hoc thudc nhiéu
linh vuc khic nhau nhu cac nghién ctru vé qua trinh phat trién, sinh hoc nguén gen
va dac biét 1a nghién ciru vé cac hop chat ¢d nhiéu gia tri duoc dung [1, 2].

Céac dong vat thuoc nganh Da gai dugc chia thanh nam 16p: Asteroidea (Sao
bién), Ophiuroidea (Pudi ran), Crinoidea (Hué bién), Holothuroidea (Hai sam, Dua
chuot bién) va Echinoidea (Nhim bién). Trong d6, hai saim d3 duogc sir dung 1au doi

trong nén y hoc phuong Pong nhu mot phuong thudc boi bé co thé va duge ménh
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danh 1a “sdm cta bién”. Cac loai hai sdm ciling duoc ché bién thanh nhiéu mén an cd
gia tri dinh dudng va duoc liéu cao [3]. O Viét Nam, tinh dén nam 2023 c&c nghién
ctru vé thanh phan hda hoc va hoat tinh sinh hoc méi chi duoc tién hanh trén vai loai
hai s&m thudc hai giéng Stichopus va Holothuria. Nhu vay c6 thé thay, viéc nghién

ctru vé thanh phan héa hoc cua céc loai ndy van con rat han ché. Nham tim kiém cac
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hop chit cé hoat tinh sinh hoc tir dong vat Da gai gop phan tao co s tao ra san pham
c6 tac dung hd tro ting cudng sic khoe, luan an: “Nghién cizu thanh phan hoé hoc,
hoat tinh gdy déc té bao cua lodi hdi sAm Stichopus horrens va Holothuria edulis ¢
vling bién Trung bg Viét Nam” da dugc tién hanh véi cac noi dung chinh sau:
% Muc tiéu tong quat cia luan an:

1. Xéac dinh duoc thanh phan hda hoc cua hai loai hai sm Stichopus horrens
va Holothuria edulis sinh séng tai viing bién Trung bo Viét Nam.

2. Panh gia hoat tinh gy doc té bao ung thu cac hop chat phan lap duoc nham
dinh huéng cho nhitng nghién ciu tng dung tiép theo.
%+ C&c ngi dung chinh caa luan an:

1. Phan lap cac hop chat tir hai loai hai sam Stichopus horrens va Holothuria
edulis sinh sbng tai viing bién Trung bd Viét Nam.

2. Xac dinh cu tric cac hop chat da phan 14p tir hai loai hai sam trén.

3. Panh gia hoat tinh gy doc té bao ung thu cac hop chat phan lap dugc.
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CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Gi6i thiéu chung vé hai sim

Céc dong vat thuoc nganh Da gai dugc chia thanh ndm 16p bao gdm: Asterolea
(Sao bién), Ophiuroidea (Pubi ran, Sao bién gion), Crinoidea (Hué bién, Sao 16ng),
Holothuroidea (Hai sim, Dwa chudt bién) va Echinoidea (Cau gai, Nhim bién). Tinh
dén hién tai, da c6 khoang 7.000 loai thudc nganh Da gai (Echinoderm) da dwgc ghi
nhan. Sé luong loai thugc nganh Da gai khdng nhiéu nhung sb luong cc cé thé cac
sinh vat thugc nganh nay la rat I6n. Cac dong vat thuoc nganh Da gai thudng mang
nhitng ddc diém sinh hoc thi vi [3].

Hai sam, hay con duoc goi 1a dua chudt bién, sAm bién, dia bién (tén nudc
ngoai: Holothurian, sea-slug, treppang, beche-de-mer, gamat...), 1a loai dong vat
khong xuong sdng. Than hai sdm c6 dang dng dai nhu quéa dwa chudt, phinh ra ¢ gitra
va thon nho & hai dau c6 chira nhitng gai thit nhé. Miéng nam ¢ phia trugc véi vanh
tua rd rét con phia sau 1a hau mén. Doc than 1a cac ddy chan éng. Da mém Vi cac
phién xuwong nam rai rac dudi da [3]. Chiéu dai than trung binh ciia cac loai hai sam
la tir 5 - 25 cm, tuy nhién ca biét c6 mot sé loai, nhu Stichopus variegatus c6 thé dat
t6i chiéu dai trén 1 m véi duong kinh than khoang 20 cm [2]. C6 nhiéu loai hai sim
thudc céc gidng pho bién nhu Actinopyga, Holothuria va Stichopus.

Trén thé gioi, hai sam c6 ti hang nghin loai, phan b & nhiéu quéc gia nhu
Nhat Ban, Trung Quéc, Uc, Malaysia, An P9, viing Pong Phi... O Viét Nam, mot s6
loai dwoc tim thay pho bién nhu 1a hai sim den (Holothuria vagabunda), hai sam
tring (H. scabra), hai sdm va (Microthele nobilis) va hai sam mit (Actinopyga
echinites). Chung c6 mit & khap tuyén bién tir bac vao nam, nhiéu nhat & céc tinh
nhu Khanh Hoa, Phu Yén, Viing Tau, Phu Quédc, Con Pao va Kién Giang. Chiing
thuong sbng & cac dai néng ven bd dén do sau khoang 5 - 7 m, cha yéu & vinh va
nhitng noi nhiéu da ngam. Di chuyén bang cach phut nuéc hoic co dudi cac co. An
dong vat, thuc vat nho & day va ba hitu co. Nhiéu nudce trén thé gioi da té chic nudi
hai sam dé bao vé va chu dong ngudn nguyén liéu tiéu ding.

B6 phan dung: Toan con hai saim dugc mé bo rudt, rira sach roi phoi hay sy
khd. Loai thit c6 mau den quanh, dinh, da c6 nhiéu gai buéu la tét. Thit hai sam c6
21,45% protein, 1,37% glucid, 0,27% lipid va 1,13% tro, trong tro chu yéu gom
photpho: 0,22; canxi: 0,118; kali: 0,070 va sat: 0,0014.
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Theo Pong y, hai sam ¢6 vi man, tinh 4m, c6 cdng dung tu 4m dudng huyét,
bd than trang duong, ich tinh nhuén tao, thuong ding cho nhitng ngudi bi suy nhuoc,
thiéu mau, lao luc, phu nir sau khi sinh, than duong hu nhuoc gay nén tinh trang liét
duong, xuat tinh sém, di tinh, di niéu...

V& mit thuc pham, hai sam 13 loai d6 bién c6 gié tri dinh dudng rat cao, rat
giau chat dam, vitamin, cac acid amin va cac nguyén té vi luong, dic biét I iode va
sat. Hai sam c6 ham lwong cholesterol rat thap, gan nhu khong 6, do d6 hai sam la
thuc pham bd dudng rat tt doi véi nhirng ngudi bi rdi loan lipid mau, cao huyét ap,
ung thu, xo vita dong mach, hoic c6 bénh Iy mach vanh... Sau khi ché bién c6 mui vi
thom ngon, rat hap dan va thuong c6 mat trong cac yén tiéc sang trong nhat & An D9,
Maylaysia, Nhat Ban, Han Quéc, Philippines, Trung Qudc... Thit hai sdm c6 thé an
tuoi dudi dang Xa0 nau, wép mudi, déng hop; nhung ché bién kho 1a phuong phap
phd bién nhat hién nay. Hai saim phoi khé con 1a mat hang xuat khau cé gié tri kinh
té cO su canh tranh dwoc V6i yén sao va bao ngu... Vé miat duoc lidu, do co gia tri
dinh dudng cao va tac dung khdng kém vi nhan sdm, nén thit hai sdm dwoc coi la
“nhan sam cua bién”. N6 chira tinh trang co thé gay yéu, than kinh suy nhugc, viém
phé quan, cac chiing chay mau, ho, mun nhot. Hai sim thuong dugc dung duéi dang
nudng gion va tan thanh bot. Ngay udng ba lan, mdi lan 6 - 10 g véi nudc am hay
ruou. O Trung Qudc, hai sam dugc dung ¢ dang thude don thuan hoic ché bién thanh
thac an, vi thude nhu sau:

- Chiza lao phaéi: Thanh phan bao gom hai sam (500 g), bach cap (250 g), mai
rua (nudng gion, 1 cai). Tat ca duoc thai nho, sao vang, tan bot, ray min. Ngay udng
3 1an, mdi lan 25 g voi nudc am.

- Chita co thé nhiét tao, khai u: Thanh phan bao géom hai sam (30 g), moc nhi
(30 g), thai nho va nhdi vao rudt gia lon, ludc chin nhir, an trong ngay.

- Thudc bé khi huyét va ha huyét &p: Thanh phan bao gom hai sam (50 g, thai
miéng), t6i (30 g, gid nho), gao (100 g, vo sach). T4t ca nau ky, nhir thanh chdo va an
mét 1an trong ngay vao budi sang.

- Thudc bé gan, thédn, ha huyét 4p: Hai sam: (50 g), dd trong (5 g) cho vao ndi
cling voi nudc dung ga (100 mL), it hanh, ging, mudi. Nau cho nhur thit va an 1am
mét lan trong ngay.

O nuéc ta, hai sim ciing dugc st dung va ché bién ra nhiéu mon in va cac bai

thudc cd gia tri duoc dung cao.
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1.2. Céc nghién ctru vé thanh phan triterpene glycoside tir hii sim

Cucumechinol A Cucumechinol C Philinopgenin B

Hinh 1. Mét s6 aglycone phé bién cua cac hop chét saponin tir hai sam [2].

Cac nghién ctru da cong bd cho thdy cac loai hai sdm c6 chua triterpene
glycoside (saponin), cac dan xuat sterol (glycoside va sulfate), acid béo, carotenoid,
cerebroside va ganglioside, oligosaccharide va sulfate polysaccharide, cac hop chat
chua nito, phenolic, peptide, lactin... Tuy nhién, thanh phan héa hoc chinh va duoc
cac nha nghién ciru trén thé gisi quan tdm nhiéu nhat cua cac loai hai sim 1a cac hop
chat saponin. Khéc véi saponin ciia cac loai sao bién 1a cac dan xuat sterol glycoside,
cac saponin ¢ hai sdm la cac triterpene glycoside vai khung lanostane va khi bi sulfate
hoa, nhém sulfate chi nam trén phan chudi duong chi khéng nam & aglycone nhu &
cé4c loai sao bién. Phan khung triterpene c6 ciu tric kha da dang va ¢ dang holostane
Vi ciu triic dic trung boi xuat hién cua nhém ylactone & vong D tao thanh tir nhém
acid carboxylic & C-18 va mot nhém hydroxy & C-20 (nhém 1: phd bién nhat) hoic
& C-16 (nhém 2) [2]. Phan khung nay thudng cd cau tric diene tai vi tri C-7/C-8, C-
9/C-11 hozc mot lién két doi tai vi tri C-7/C-8, C-9/C-11, hoac C-8/C-9. Phan chudi

duong gan ¢ vi tri C-3 va chira tir hai dén sau goc duong (nhung phd bién nhat 12 c6
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Hinh 2. M6t s6 mach nhanh phan aglycone caa cac hop chat triterpene saponin tir

hai s&m (cdu trdc nhanh nam trong dwong dirt nét c6 cd & cac loai sao bién) [2].

bdn hoic nam gdc dudng) va tir khéng dén ba nhém thé sulfate. Mot dac diém th vi
la dur cac chudi duong cé cau tric thay doi phic tap, tuy nhién goc duong gan truc
tiép v6i phan aglycone ludn 1a duong D-xylose ¢6 hoic khdng chira nhdém thé sulfate.
Hién nay, da c6 khoang 20 ciu trdc lién quan dén phan mach nhéanh cua khung
holostane va 30 ciu tric c6 chudi duong da duoc phat hién tir cac loai hai sam [2].
D3 ¢6 hang tram hop chit triterpene saponin dugc phan tach tir cac loai hai
sam [4]. Qua trinh nghién citu cac hop chat thudc nhom nay dugc phat hién dau tién
boi cac nha khoa hoc Nhat Ban véi hai hop chat chinh holothurin A va holothurin B
[5, 6]. Tiép sau d6 ciing co rat nhiéu thong béo vé cac hop chét twong tu tir cac loai
hai sam thudc 16p Holothurioidea, dic biét 1a trong khoang mat hai thap ky gan day,
da c6 hang loat cac cbng trinh nghién ctru phat hién cac saponin c6 bd khung

holostane tir cac loai sinh vat bién nay.
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Hinh 3. Mét s cau tric chudi duong phd bién cua cac hop chit triterpene saponin

tur hai sém [2].
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Hinh 4. Mét s cau tric chudi duong phd bién cua cac hop chit triterpene saponin

tir hai sam (tiép theo) [2].

Dudi day 1a bang tap hop mot sé hop chat triterpene saponin di dwgc phan

tach tu cac loai hai sam:
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Bang 1. Mot s6 hop chét triterpene saponin thudc nhém 1 tir cac loai hai sam.

Tén hop chit A G Loai hai sam TL
— 78| H H> H | sc-17 | G70 | Cucumaria japonica [7]
Cucumechinoside C 78| H H, H G59 )
A sc-133 C. echinata [8]
Cucumechinoside F 78| H H: H G64
Frondoside B 78| H H> H |sc-130| G71 | C. frondosa [9]
Cucumarioside As-2 78| H H> H G70 [7]
o sc-156 C. japonica [10
Cucumarioside A7-3 78| H H: H G74 11]’
Calcigeroside C 78| H H> H 133 G79 | Pentamera calcigera | [12]
sc-
Calcigeroside D, 78| H H> H G77 | P. calcigera [13]
Philinopside A 78| H H2 | H |sc-130 | G57 | pentacta [14]
Philinopside B 78| H | Hz | H |sc-156|G90 | quadrangularis
. Cucumaria frondosa 9
Lefevreioside A, 78| H |aOAc| H |sc-130| G57 ued n_ > (4
C. lefevrei [15]
Cucumarioside A»-5 78| H |pOAc| H 133 G70 | C. conicospermium [16]
sc-
Calcigeroside E 78| H |pOAc| H G78 | Pentamera calcigera | [12]
Frondoside A 78| H |p-OAc| H G73
- sc-17 C. frondosa [17]
Frondoside Al 78| H |pOAc| H G57
Cucumarioside Ao-1 78| H |BpOAc| H |sc-133 _ _ [10
A G73 | C. japonica 11’
Cucumarioside Ao-2 78| H |pOAc| H ]
. sc-156 Neothyonidium
Neothyonoside C 78| H |BOAc| H G61 magnum [18]
Frondoside D 78| H |BOAc| H | sc-28 |G73 | Cucumaria frondosa | [19]
Liouvilloside A 78| H -OAc | H |sc-130 i
— B G64 IS_taur_(I)IcL_qumls [20]
Liouvilloside B 78| H |BOAc| H | sc-17 louviiiel
Intercedenside A 78| H |pOAc| H |sc-168|G57
. Mensamaria
Intercedenside B 78| H |p-OAc| H |sc-130|G61 intercedens [21]
Intercedenside C 78| H |p-OAc| H |sc-168| G54
Thyonoside A 78| H |pOAc| H G85
sc-156 Thyone aurea [22]
Thyonoside B 78| H |pOAc| H G86
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Tén hop chit A|R2| RS RY7| Sc | G Loai hai sam TL
. Cucumaria
Okhotoside B 78| H |pOAc| H G91 okhotensis [23]
Okhotoside B: 78| H |pOAc| H |sc-156|G92 (23]
Okhotoside B3 78| H |pOAc| H |sc-156|G93 )
: C. okhotensis
Okhotoside A;-1 78| H |p-OAc| H |sc-133|G57 [24]
Okhotoside Ax-1 78| H |p-OAc| H |sc-156|G97
Philinopside A 78| H |pOAc| H |sc-130|G58
Philinopside B 78| H |pOAc| H |sc-156|Goo | Pemacta (4]
! guadrangularis
Philinopside F 78| H |p-OAc| H 130 G54 [25]
sc-
Cucumarioside G 78| H OAc | H G55 | Eupentacta [26]
fraudatrix
Cucumarioside H 78| H | OAc | H | sc-18 |G72 | E. [27]
pseudoquinquisemita
Eximisoside A 78| H OAc | H |sc-167 | G53 | Psolus eximius [28]
Cucumechinoside A 78| H =0 | H G59 | Cucumaria echinata
Cucumechinoside B 78| H O | H G60
i sc-133 ) [8]
Cucumechinoside D 78| H O |H G64 | C. echinata
Cucumechinoside-E 78| H O |H G60
Cucumarioside Ao-3 78| H O | H G73 [10
— sc-156 ’
Cucumarioside A-2 78| H O |H G75 11]
Cucumarioside A,-3 78| H O | H |sc-17 |G70 [7]
Cucumarioside Az 78| H O | H G71 ) ) [29]
e C. japonica
Cucumarioside As-4 78| H O |H G70
— sc-156 [7]
Cucumarioside Ag-2 78| H O |H G76
Cucumarioside A7-1 78| H O | H c7a [10,
Cucumarioside A7-2 78| H | =0 | H |sc-17 11]
Liouvilloside A; 78| H | =0 | H |sc-156 | G5g | Staurocucumis [30]
liouvillei
Philinopside E 78| H | =0 | H |sc-156|Gs57| Pentacta [25]
quadrangularis
Frondoside Az-1 78| H =0 | H |sc-130|G74 | Cucumaria frondosa | [31]
Violaceuside | 78| H 0] H 156 G54
sc- i
Violaceuside Il 78| H O |H P_seudocolochlrus [32]
G61 | violaceus
Violaceuside 111 78| H =0 | H |sc-130
Cucumarioside Az-3 78| H Ho H |sc-156 | G74 | Cucumaria miniata [111%
Mollisoside A 78| H | H. | H |sc-169|G57 /r;‘éslfirsa'os“"ho"us [33]
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Tén hop chit A|R2| RS RY7| Sc | G Loai hai sam TL
Mollisoside B; 78| H H> H |sc-156 | G56 | A. mollis
Stichloroside A; 78| H H, H |sc-163
Stichloroside A; 78| H H, H |sc-164 G2
Stichloroside B; 78| H H> H |sc-163 i
Stichloroside B: 78| H H, | H |sc-164 G8 gﬁﬁ)hr%pnl:’ius 341
Stichloroside C1 78| H H. | H |sc-163 84
Stichloroside C2 78| H H, H |sc-164
Frondoside Az-2 78| H H> H |sc-130| G74 | Cucumaria frondosa | [31]
Hillaside A 78| H H, |OH Xyl | Holothuria hilla [35]
Intercedenside G 78| H | poac| 1| a7 :\r’]'fe”rscaergee;'sa [36]
Pentactaside B 78| H -OAC sc-130
Pentactaside C 78| H ZOAC sc-156 G99 qpﬁgé?;tr?gmaris 1371
Intercedenside D 78| H |p-OAc|OH G54
Intercedenside E 78| H | SFOAc|OH|sc-168|G87 | Mensameria
Intercedenside H 78| H |BOAc|OH G57 | intercedens 156]
Intercedenside F 78| H |p-OAc|OH|sc-130| G54
Patagonicoside A 78 |a-OH| H; |OH]| sc-17 | G68 | Psolus patagonicus [38]
Arguside A 9,11|a-OH| p-OAc | H |sc-130| G94 [39]
Arguside B 9,11|a-OH| H> |[OH G81 | Bohadschia argus
Arguside C o11lwon| t lon| Y [ces ol
Holothurinoside A 9,11|a-OH| H, |OH|sc-162 Holothuria forskalii
Holothurinoside B 9,11 |a¢-OH| H:; |OH|sc-165 ©68 H. forskalii [41]
17 . . Bohadschia
gydroxyfuscocmeromde 911|a-OH| H> |OH|sc-171|G58 marmorata [42]
Arguside D 9,11|a-OH| H: sc-170

G96 | Bohadschia argus [43]

Arguside E 9,11|a-OH| H: sc-162
Impatienside 9,11|a-OH| H: H |sc-157 | G81 | Holothuria impatiens | [44]
25- . . Bohadschia
gydroxyfuscocmero&de 9,11|a-OH| H: H |sc-172| G58 marmorata [42]
Holothurinoside D 9,11|a-OH| H: H |sc-162 | G50 | Holothuria forskalii [41]
— 9,11|a-OH| H: H | sc-17 | G81 | Telenata ananas [45]
Fuscocineroside A 9,11{a-OH| H: H |sc-170
Fuscocineroside B 911|a-OH| H., | H |sc-171|G58 Ejgézgﬂ;';a [46]
Fuscocineroside C 9,11{a-OH| H: H |sc-162
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Tén hop chit A|R2| RS RY7| Sc | G Loai hai sam TL
. . Holothuria
Leucospilotaside C 9,11|a-OH| H: H |sc-162 | G98 leucospilota [47]
Pervicoside A 911| OH H, H 58 Holothuria p_ervicax [48]
(= Neothyoside A) sc-161 Neothyone gibbosa [49]
Neothyoside B 9,11| OH H> H G51 | N. gibbosa [49]
Pervicoside B 9,11| OH H> H |sc-130 Holothuria pervicax (48]
Pervicoside C 9,11| OH H: H 658 H. pervicax
Echinoside A sc-17 Actinopyga echinites | [50]
. 9,11| OH H, |OH . .
(= Holothurin Ay) ? Holothuria edulis [51]
Griseaside A 9,11| OH H, |OH|sc-158 Holothuria grisea
17- . G68 _ [52]
Dehydroholothurinoside {9,11| OH H, |OH|sc-162 H. grisea
A
iZg—HydroxyechmosMe 9.11| OH H, |OH|sc-158 53]
22&-Hydroxy-24,25-
didehydro echinoside A (9,11| OH | H, |OH|sc-157 Actinopyga flammea
(= holothurin Ay) [54]
2 inosi G58
iZfAcetoxyechmomde 911| OH | H, |OH| sc-34
i“'DthdroeCh'”os'de 91| OH | H, |OH|sc-130 A. agassizi
(24S)-Hyd 25,26 >4
-Hyaroxy-25,20- :
didehydro-echinoside A 9,11| OH H, |OH|sc-159 A. flammea
Echinoside B 911| OH H, |oH| sc-17 Actlnop)_/ga echinites | [50]
(= Holothurin B1) G51 A. mauritiana [55]
284-Dehydroech|n05|de 911| OH | H, |OH|sc-130 A. mauritiana [56]
Actinopyga sp.
Holothurin A 911| OH | H., |OH Gsg | Actinopyga agassizi - [54, 57,
Holothuria 58]
sc-162 leucospilota
Holothurin B 9,11| OH H, |OH G51 | H. leucopista [59]
— 9,11|a-OH| H> |OH G52 | Telenata ananas [45]
Holothurin B2 9,11|a-OH| H; |OH|sc-158
Holothurin B3 9,11|a-OH| H; |OH|sc-162|G58 | Holothuria sp. [60]
Holothurin B4 9,11|a-OH| H: |OH|sc-167
Hillaside C 9,11|a-OH| H> |OH 166 G99 | Holothuria hilla [61]
sc-
Hillaside B 9,11 |-OH| a-OAc |OH Xyl | H. hilla [35]
Holotoxin A 9,11| H = H |sc-156 | G81 | Stichopus japonicus [62]
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Tén hop chit A|R2| RS RY7| Sc | G Loai hai sam TL
Mollisoside B 911 H | =0 |H G5y | Australostichopus | 4,
mollis
Psoluthurin A 9,11| H =0 | H G51 | Psolus fabricii [63]
Neothyonidioside 9,11| H =0 | H G57 Neothyonidium [64]
magnum
Cucumarioside A;-2 9,11| H =0 | H G58 | Cucumaria japonica [7]
Neothyonidium [64]
Psolusoside A 911| H =0 | H G63 | magnum
- [65]
Psolus fabrici
DS-penaustroside Ce 9,11| H =0 | H ]
- G69 | Pentacta australis [66]
DS-penaustroside De 9,11| H O | H|sc17
Hemoiedemoside A 911| H O |H G59 i
: : sc-156 Hemo'eﬂ'?ma [67]
Hemoiedemoside B 911 H | =0 | H G64 | spectabilis
Mollisoside B1 9011| H | =0 | H |sc-169| G54 gzﬁirf'os“cmp”s [33]
Parvimoside A 911| H =0 | H G88 i
imos! 17 Stlch_opus _ [68]
Parvimoside B 9,11 H =0 | H G89 | parvimensis

Bang 2. Mot s6 hop chat triterpene saponin thudc nhom 2 tir cac loai hai sam.

Tén Sc G Loai hai sdm TL
E fr ri
Cucumarioside G sc-155 G55 upentacta au_dat X [69]
Pentamera calcigera [12]
Psolusoside B sc-160 G66 Psolus sp. [70]
Calcigeroside B sc-155 G80
[12]
Calcigeroside C, sc-155 G79 P. calcigera
Calcigeroside C, sc-155 G77 [71]

Cac nghién ctu tién hanh trong nudc vé thanh phan triterpene saponin tir cac
loai hai sam chi yéu duoc nhdm nghién cau caa GS. VS. Chau Vian Minh thyc hién
va ciing cho thay su tuong d6ng véi cac cong bé trén thé gii. Cac hop chat thu duoc
déu c6 cau trdc thuoc nhém 1 (nhdm pho bién). Cac saponin dau tién duoc phat hién
14 holothurin A va B tur céc loai hai sam Holothuria vagabunda va H. martensii sinh
séng & vung bién Viét Nam [72]. Cac nghién ciu tiép theo vé céc triterpene saponin



14

Holothurin A;

oH Holothurin A,
NaO3SO

OH . .
ek Holothurinogenin B Stichloroside F
HO HO [

CH o
%50 HOH,C Q
a OMe Hé
HO OH
OH HO

OH

tir loai hai sam H. scabra da phan 1ap duoc ba hop chét holothurin A-B, Az va ba hop
chat saponin méi dugc dat tén 1a holothurin As-A4 va holothurinogenin B [73, 74].
Tt loai Stichopus chloronotus d3 phén lap va xac dinh duoc cau tric caa hop
chat saponin méi duoc dat tén la stichloroside F cung véi stichloroside Ao,
stichoposide D-E, neothyonidioside va holothurin B [75]. Hop chét echinoside B va

holothurin B ciing duoc cdng bé tir 10ai hai sim Holothuria atra [76].
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NaO3

% N HO@N

OH
Colochiroside A: R = S1 Cercodemasoide C: R = S2, A%%
Cercodemasoide A: R=S1, A%® Cercodemasoide D: R = S3
Cercodemasoide B: R= S2 Cercodemasoide E: R = S3, A%

Naossom
NaO;SO
Hoﬁv %/
Ei NaO3SO
Philinopside A: R = S4 303 m Naossom
HO HG
MeO

OH

Tiép theo, nhdm tac gia di cong bod nam saponin méi duoc dat tén lan luot 1a
cercodemasoide A-E, philinopside A va colochiroside A tur loai hai sam c6 tén khoa
hoc Cercodemas anceps [77].

1.3. Cac nghién ctru vé hoat tinh giy déc té bao ciia cac triterpene glycoside tir
cac loai hai sam
1.3.1. Cdc nghién ciru trén thé gigi

Théng ké cac nghién ctru dd cong b cho thiy, cac triterpene glycoside tir hai
sam thé hién nhiéu hoat tinh sinh hoc nhu kha nang tan huyét (hemolytic), gy doc
TBUT, khang ndm va mot sb hoat tinh khéc lién quan dén céc hoat dong twong tac
v6i mang té bao cua 16p chat nay. Trong do, hoat tinh dwoc quan tdm nghién ctu
nhiéu va c6 trién vong tng dung nhat 1a cac hoat tinh theo hudng chdng ung thu.

Tir ndm 1952 hoat tinh khang u cua cac hop chit triterpene glycoside duoc
phat hién boi nhdm nghién cau cua tac gia Nigrelli. Nhom nghién ctiru da chirng minh
dugc khi tiém dudi da dung dich holothurin (phan doan cd chira cac hop chat
glycoside tir loai hai sdm Actinopyga agassizi) tc ché su phat trién cua cac té bao
khdi u (Sarcoma-180) va kich thich sy giam kich thudc cua khdi u. Cac nghién cau
tiép theo cho thiy céac hop chit holothurin ¢ néng d6 5 ug/mL e ché sy phat trién
cua té bao ung thu biéu moé (KB) [78].
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Bang 3. Hoat tinh gy doc té bao ung thu cia mot sb chat trén hai dong L1210, KB.

T Hop chit Gia tri ICso trén dong té bao (ug/mL)

L1210 KB
1 | Cucumechinoside A 1,7 4,0
2 | Cucumechinoside B 2,9 6,3
3 | Cucumechinoside C 2,8 4,0
4 | Cucumechinoside D 8,4 7,6
5 | Cucumechinoside E 20,0 36,0
6 | Cucumechinoside F 2,7 3,6
7 Desulfated cucumechinoside A 0,34 1,2
8 Desulfated cucumechinoside B 0,32 0,7
9 | Desulfated cucumechinoside C 0,26 1,1

Phan doan lam giau saponin tur loai Stichopus chloronotus va Thelenota
ananas tic ché sy phat trién cua té bao P-388 va tir loai hai sim Actinopyga mauritiana
trc ché sy phat trién cua té bao KB va L1210. Céc saponin tir 19 loai hai sm thuoc
ho Holothuriidae va Stichopodidae @c ché sy phét trién cua té bao Sacoma-37 & nong
do tir 6,2 - 100 pg/mL [78]. Holotoxin As tir loai Apostichopus japonicus ¢ ché sy
phét trién ctia khdi u Ehrlich thé ran va Sarcoma-37 tir 37-65 va tir 13-53% tuong &g
& lidu 1,25 va 2,50 mg/kg [78]. Céc triterpene saponin tir loai Cucumaria echinata co
hoat tinh gay doc té bao trén hai dong L1210 va KB (Bang 3) [8].

Cac hop chat DS-penaustroside A-B tir 0ai hai sim Pentacta australis c6 hoat
tinh gay doc té bao trén cac dong L1210 va KB twong tng ICso = 0,12 va 0,62 pg/mL;
2,1va 4,6 pg/mL [79]. Trong khi cucumarioside Asva As tu loai hai sim Cucumaria
japonica; dan xuat desulfate cua frondoside C tir loai C. frondosa c6 hoat tinh véi gia
tri 1Cso = 1,0 pg/mL khi dénh gia trén cac dong té bao ung thu P388, Schabel, A549,
HT-29 va Mel-28 [29, 80]. Céc dan xuat desulfate cua calcigeroside B va Ci- Co tir
loai hai sam Pentamera calcigera c6 thé hién hoat tinh & muc trung binh (ICso = 5,0
Hg/mL) trén cac dong té bao P388, A549, HT-29 va Mel-28 [12].

Tuong ty thir nghiém cac hop chat intercedenside A-l tir lodi hai sam
Mensamaria intercedens c6 hoat tinh trén 10 dong té bao ung thu ngudi (MCF7,
A549, 1A9, CAKI-1, KB, U-87-MG, KB-VIN, PC-3, SK-Mel-2 va HCT-8) véi gia
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Bang 4. Hoat tinh gay doc té bao ung thu caa hop chét philinopside A va B.

) Gia tri ICso ciia hop chat (ug/mL)
Dong te bao
Philinopside A Philinopside B
CAK1 3,00 2,00
HOS 1,80 1,10
KB-VIN 3,30 3,00
KB 3,50 3,00
SK-Mel-2 3,20 2,60
U87-MG 3,20 2,40
HCT-8 1,70 0,93
1A9 1,79 0,09
A549 1,70 0,75
PC3 1,70 1,70

tri EDso trong khoang 0,6 - 4,3 pg/mL. Intercedenside A c6 hoat tinh chéng ung thu
in vivo trén dong té bao ung thu phdi Lewis va Sarcoma-180 chuot [21, 81].
Philinopside A va B phéan lap tir loai Pentacta quadrangularis dugc danh gia hoat
tinh GDTB trén 10 dong té bao ung thu. Cac hop chat nay c6 hoat tinh manh trén tat
ca cac dong té bao ung thu (Bang 4) [14]. Philinopside B véi su xuat hién thém nhém
sulfate & C-2 cua goc dudng thir 3 (xylose) va lién két d6i C-25/C-26 c6 hoat tinh tét
hon. Ngoai ra, philinopside A ¢ ché manh su phét trién, di cin va tao mach cua té
bao HMECs theo kiéu phu thudc nong do véi gia tri 1Cso trong tng 1a 1,4 + 0,17,
0,89 £ 0,23 va 0,98 = 0,19 uM [14]. Ciing tir loai hai sam P. quadrangularis, hai hop
chat saponin dang khung holostane cé chtra ba géc duong 1a pentactaside | va 11, mot
saponin c6 hai gbc dudng 1a pentactaside I1T dwgc phat hién cd hoat tinh gay doc trén
cac dong té bao ung thu P388, A549, MCF7, MK N-28, HCT-116 va US7MG [82];
hai hop chat pentactaside B-C c6 hoat tinh gay doc cac dong té bao ung thu P388,
HCT-116, MCF7, MKN-28 va Ab49 [83]. Leucospilotaside B phan lap tir loai hai
sam H. leucospilota c6 hoat tinh giy doc té bao trung binh trén cac dong té bao ung
thu ngudi (HL-60, MOLT-4, A549 va BEL-7402) [84].

Desulfated echinoside A (duwgc biét dén tir loai hai sdm Pearsonothuria
graeffei) rc ché su ting sinh cua té bao ung thu HepG2 va 1am giam sy hinh thanh
dng & té bao noi mo ngudi (ECV-304). Hop chit nay ciing ¢6 kha ning chéng di cin
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bang cach wc ché su hoat hda NF-«B phu thudc vao hé metalloproteinase-9 va nhan
t5 hinh thanh noéi mé mach mau [85]. Puoc phan tach tir loai sao bién Vién dong
Eupentacta fraudatrix, ba cucumarioside Hs-H; thé hién doc tinh dbi véi té bao
lympho chudt va gy tan mau trén té bao hong cau chudt [86]. Cac hop chit
cucumarioside A1-Az, As, Ag, Ao, A1z va Bz tir loai hai sam E. fraudatrix c6 hoat tinh
manh trén cac té bao lympho lach chuét vai kha ning gay doc té bao chéng lai té bao
ung thu Ehrlich. Cucumarioside B, thé hién tinh doc thdp hon véi té bao ung thu
Ehrlich [87-90]. Ngoai ra, ba hop chit scabraside D, fuscocineroside C va 24-
dehydroechinoside A duoc phét hién lan dau tir loai hai sim Holothuria scabra va
thé hién hoat tinh gay doc trén cac dong té bao ung thu P388, A549, MKN-28, HCT-
116 va MCF7 [91]. Pseudocnoside A tir hai sam Pseudocnus dubiosus leoninus, c6
hoat tinh gay doc va chdng ting sinh trén cac dong té bao ung thu A549 va Hela
[92].

Cucumarioside Iz tir hai sdm Eupentacta fraudatrix c6 tac dong tang cuong
hoat tinh lysosome cua dai thuc bao [93]. Cucumarioside I, phan l1ap tir hai sam E.
fraudatrix c6 hoat tinh gay doc té bao lympho lach chugt va té bao ung thu Ehrlich
[94]. Céc hop chét typicoside Ai-Az, B1 va Cy tir lodi hai sdm Actinocucumis typica
[95]; cladoloside B1-B>, C, C1-C, va D tir loai hai sém Cladolabes schmeltzii cé hoat
tinh gay doc té bao va lam tan mau rat manh [96]. Puoc phan tach tir loai hai sam
Holothuria nobilis, hop chét echinoside A tc ché sy phét trién caa cac khoi u trén
chuot ciing nhu khdi u ung thu tuyén tién liét nguoi cdy ghép ngoai lai trén chuot
nude va uc ché su lién két khéng cong hoa tri cua topoisomerase2a vao DNA [97].
Holothurinoside J: va holothurinoside K1 dugc phén tach tir loai hai sém Bohadschia
subrubra thé hién kha nang 1am tan bao yéu va phan ng orcinol [98].

Cac nghién ctru sau vé co ché cho thay philinopside A c¢6 anh huong lén qua
trinh tao mach (angiogenesis) va phat trién cua khdi u dugce danh gia trén nhiéu mo
hinh thuc nghiém in vitro va in vivo. Cac két qua nghién ctru con cho thay, véi su e
ché manh ba giai doan quan trong ciia qua trinh tao mach (su ting sinh cta cac té bao
ndi md, sy dich chuyén va su hinh thanh 6ng) cua hop chat nay, su hinh thanh va phéat
trién cua cac mach mau bi giam di dang ké. O cac nong do khac nhau, hop chat nay
trc ché sy ting sinh cua té bao noi mo vi dng & nguwdi HMECs (Human Microvascular
Endothelial Cells) Ién t&i 98,7%. O c4c nong d6 tuong (ng, hop chat nay @c ché su
dich chuyén cua cac té bao HMECs t6i 94,1%. O ndng dd 2 - 10 pM, philinopside A
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Bang 5. Anh huong cua hop chét philinopside A 1én sy phat trién caa khéi u

Sarcoma-180 in vivo.

- A £ A Trong Trong Ty |é’ L,
KB"' Nhém thir | }T(Ie/lfjx g (3‘;5}(‘;3}) lwgng (g) | lwong | wic ché t?l'a
9’kg (@Au/cudi) | khdiu(g) | (%) ip
Nudc mudi - 16/16 21,1/27,8 | 1,80 £ 0,27 - -
Philinopside A 1x7 8/8 21,3/265 | 1,43+054 | 20,6 | >0,05
Sarco
ma- | Philinopside A 2x7 8/8 21,1/26,3 | 0,97 +0,33 | 46,1 | <0,01
180
Philinopside A 4x7 8/8 21,3/26,8 | 0,73+0,09 | 594 | <0,01
5-FU 25 x 7 8/8 21,0/26,0 | 1,06 +054 | 41,1 | <0,01

trc ché su hinh thanh cua cac vi dng méi. Ngoai ra, hop chat nay con lam giam thé
tich khdi u Sarcoma-180 & chudt theo co ché cam tng apoptosis cua khéi u cliing voi
c4c té bao noi mo lién két véi khdi u [99]. Hon nita, hop chat nay ciing Gc ché phd
rong cac thu thé tyrosine kinase RTKs (Receptor Tyrosine Kinases) lién quan dén su
hinh thanh mach bao gém FGFR1 (Fibroblast Growth Factor Receptor-1), PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor receptor-f), VEGFR (Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor), cung véi EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor), & gia tri 1Cso
trong khoang tir 2,6 dén 4,9 uM. Cac két qua nghién cau cho thay, philinopside A c6
thé biéu hién 1a tdc nhan wc ché hiéu qua cac RTK, trong khi LDso & chudt 1a 625
mg/kg theo dudng uéng [99].

Nghién ctu hoat tinh khang u va chéng tao mach caa philinopside E cho thay,
hop chat nay tc ché su ting sinh ciia c4c té bao ndi mo vi éng ¢ da va céc té bao noi
mé mach & rén vai gié tri I1Cso twong (g 1a 2,22 + 0,31 va 1,98 + 0,32 M. O ndng
d6 dudi 2,0 uM hop chét nay c6 tc dung cam (ing apoptosis ¢ cac té bao noi mo, wrc
ché phu thudc ndng dd su dich chuyén, kha nang bam dinh cua céc té bao va sy hinh
thanh cac 6ng & céac té bao d6 va co hoat tinh chéng tang sinh trén nhiéu dong TBUT
Vi gia tri 1Cso ~ 4,0 uM. Pac biét, philinopside E 1am giam thé tich khéi u Sarcoma-
180 chuot thong qua co ché kich hoat apoptosis ¢ ca té bao u va cac té bao noi mo
lién quan dén khdi u. Hop chat nay ciing ¢ ché cac thé hoat dong (da duoc phosporyl
hoa) cua cac thy thé yéu té ting truéng mach ndi md bao gom KDR/FIk-1, VEGF2
ERK, FAK, paxillin va Akt. Nhu vay, hop chat ndy cé hoat tinh chdng tao mach c6

lien quan t&i tc ché con duong tin hiéu caa VEGFR2 va c6 hoat tinh khang u trién
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vong véi kha nang 1am giam su ting sinh cta cac té bao khbi u va gia ting qué trinh
apoptosis cua ca té bao u va té bao noi md [100]. Ngoai ra, hop chat nay duoc khang
dinh c6 twong tac dac hiéu véi mién ngoai bao cua enzym kinase chén vao thu thé
lien két ving KRD (domain-containing receptor) va khoa twong tac ctia nd véi VEGF
va con duong giang hoa tin hiéu cua no [101]. Ca atagonicoside A (phéan lap tir loai
hai sim Psolus patagonicus) va dan xuat desulfate caa né déu c6 tac dung wc ché su
phat trién cua ba dong té bao ung thu (Hep3B, MDA-MB231 va A549) va kich thich
su hoat hoa NF-«xB ddng thoi véi su giang hoa IK Ba & té bao A549 [102].

Desulfated echinoside A (dwgc biét dén tir loai hai sam Pearsonothuria
graeffei) (rc ché sy phat trién cua té bao ung thu biéu mé té bao gan HepG2 va lam
giam su hinh thanh 6ng ¢ té bao ndi mé ngudi (ECV-304). Hop chét nay ciing ¢ kha
nang chdng su di can bang cach uc ché NF-xB phu thudc vao hé metalloproteinase-9
va nhan t6 tang truong ndi md mach mau [85]. Echinoside A va DS-echinoside A c6
kha niang ¢ lap dang ké toi chu ky té bao cua té bao ung thu HepG2 ¢ giai doan
Go/G1. O ndng d6 2,70 uM, echinoside A di ting quan thé té bao trong pha Go/G; tir
67,9% Ién 75,2%. DS-echinoside A con tac dung manh mé, khién 79,8% quan thé té
bao bi bat gitr trong pha Go/G1. Echinoside A ciing lam giam rd rét ty & biéu hién
mRNA cua Bcl-2/Bax va diéu chinh ting mtc do biéu hién mRNA cua caspase-3,
caspase-8 va caspase-9 trong cac té bao HepG2 [103].

Gan day cac nha khoa hoc phat hién DS-echinoside A dd anh hudng dén su di
chuyén va xam chiém té bao. DS-echinoside A di ngan chan sy két dinh, di chuyén
va xam lan cua cac té bao ung thu HepG2 ¢ ngudi va cho thiy sy giam d6 bam cua
té bao phu thudc vao lidu va thoi gian va giam ty 16 bam dinh trung binh cua té bao
xudng 67,6% va 39,5% & ndng do tuong tng 1,35 M va 2,7 M. Mot sy e ché phu
thudc vao lidu va thoi gian caa viéc dan trai va lan rong té bao da duoc quan sat thy
khi c6 mit caa DS-echinoside A 1én dén 80,9% va 36,4% & cung mét liéu. Hon nira,
khi xt ly bang DS-echinoside A gay ra sy tc ché phu thudc lidu vao su xam lan
HepG2, véi nong do glycoside twong tu cho ty Ié tc ché tuong ung 1a 60,5% va
81,4%. Phan tich mién dich héa hoc cho thiy DS-echinoside A &p ché biéu hién ma
tran metallicoproteinase-9 (MMP-9), dong vai tro quan trong trong viéc pha vé mang

day lién quan dén sy hinh thanh mach, di can. DS-echinoside A ciing lam ting biéu
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hién uc ché md cua metallicoproteinase-1 (TIMP-1) diéu chinh kich hoat MMP-9
[104].

Hai hoat chat holothurin A va 24-dehydroechinoside A tir lodi hai sam
Pearsonothuria graeffei ¢ ché manh qua trinh di cin trén mé hinh in vitro va in vivo
thue nghiém. Phan tich hda mién dich cho thiy ca hai hop chat nay l1am giam manh
su biéu hién caa MMP-9 va kich thich muac do biéu hién cua cac tac nhan @c ché mo
cua TIMP-1 (Mot tac nhan diéu tiét quan trong cia MMP-9). Theo két qua danh gia
trén Western blot thuc nghiém, hai hop chat nay ciing loai bo dang ké sy biéu hién
ciia VEGF. Nguoc lai, xt Iy v6i 24-dehydroechinoside khdng anh huong dén sy diéu
tiét giam su biéu hién ctia NF-xB va 1am giam manh kha ning bam dinh cua té bao
HepG2 dén ca matrigel va ECV-304 va ciing ¢ ché su dich chuyén va xam lan cua
té bao HepG2 mat cach phu thudc nong do. Hop chat nay ¢ kha ning uc ché di cin
t6t hon holothurin A. Tuy nhién, chi c6 holothurin A giy ra diéu tiét giam su biéu
hién cua su hoat hdéa NF-«B [105].

Puoc tim thay tir lodi hai sam Colochirus anceps, colochiroside A c6 thé hién
hoat tinh khang ung thu in vitro va in vivo manh va khéng 1am anh huéng dén chirc
nang diéu tiét mién dich & chuot. Két qua nghién ctru bude dau cho thay colochiroside
A c6 hoat tinh gdy doc manh trén sau dong té bao ung thu 1a P388, HL-60, A549,
SpC-A4, MKN-28 va SGC-7901. Nghién citu tiép theo cho thay hop chat nay c6 kha
nang ¢ ché manh té bao ung thir phoi H-22 va Sarcoma-180 & chudt. Ty 18 tc ché
t6i da d6i vai té bao H-22 1a 52,2%, trong khi dbi véi té bao S180 1a 70,0%. Ngoai
ra, hop chat nay khdng gay anh hudng dén sy phat trién ¢ tuyén tc va 14 lach ¢ chuot
[106].

Frondoside A phan lap tir Ioai hai sam Cucumaria frondosa thé hién sy chéng
xam 14n manh mé& trén chudt gay ung thu va di can. Sau khi tiém vao mang bung cua
chuot ¢ khéi u cay ghép tuyén vi, frondoside A e ché sy di can khéi u ty phét trong
phdi. Su gia ting hoat dong cyclooxygenase-2 (COX-2) thuc day su phét trién va di
can cua khdi u bang cach tao ra mirc prostaglandin E2 (PGE2) cao tac dong Ién cac
thu thé cua prostaglandin E (chu yéu 1a EP2 va EP4). Frondoside A déi khang cac thu
thé EP2 va EP4 cua prostaglandin E. Frondoside A wc ché lién két 3H-PGE2 vai céc
té bao biéu hién EP2 hoic EP4 téi t6 hop ¢ nong do cao (ICso lan luot 12 16,5 va 3,7

uM). Hon nira, frondoside A ciing wc ché hoat héa cAMP néi bao lién két voi EP2
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hoac EP4 cung vé6i hoat hoa tin hiéu ngoai bao ERK1/2 (Extracellular Signal-
Regulated Protein Kinase) qua trung gian EP4 [107]. Frondoside A cling gay ra sy iC
ché sy di cin cua cac té bao va xam lan in vitro phu thudc nong do va thoi gian. Bén
canh d6, hop chat nay 1am giam manh su ting truong va di can hach bach huyét cua
khdi u xenograft LNM35 & chudt athymic ma khdng c6 tac dung phu doc hai [108].
1.3.2. Cac nghién ciru trong nwdc

bugc phan tach tir loai hai sam Holothuria scabra, hai triterpene glysoside
méi holothurin Az va A4 c6 kha nang e ché manh trén hai dong té bao ung thu nguoi
la KB va HepG2 véi gia tri 1Cso tuong ung 12 0,87 va 0,32 mg/mL ddi véi holothurin
Az va 1,12 va 0,57 mg/mL dbi vai holothurin A4 [74].
Bang 6. Kha nang tc ché cua cac hop chat phan lap tir hai sim Cercodemas anceps

Ién sy phat trién caa nim dong té bao ung thu [77].

. Gia tri 1Cso ciia cac hop chat (UM)
Hop chat

LNCaP MCF7 KB HepG2 SK-Mel-2
Colochiroside A 0,17+0,05 | 0,13+0,01 | 0,03+0,01 | 0,07+0,01 | 0,11+0,04
Cercodemasoide A | 0,23+0,03 | 0,20+0,03 | 0,04 +£0,01 | 0,07 +£0,01 | 0,24 + 0,06
Cercodemasoide B | 1,19+0,11 | 0,56 £ 0,05 | 0,25+ 0,05 | 0,97 +0,14 | 1,47 +0,17
Cercodemasoide C | 1,92+0,22 | 1,03+0,13 | 0,32+0,03 | 469+0,31 | 1,25+0,22
Cercodemasoide D | 2,11 +0,13 | 1,09+0,08 | 0,48 £0,05 | 2,05+ 0,21 | 4,09 + 0,26
Cercodemasoide E | 3,30+0,20 | 1,33+0,33 | 1,37+0,15 | 6,08+0,74 | 7,36 + 0,46
Philinopside A 1,19+0,14 | 0,37+£0,07 | 0,11+0,02 | 1,16 +0,24 | 0,85+ 0,07
Ellipticine 199+0,16 | 1,95+0,12 | 2,07+0,12 | 1,71 +0,16 | 2,15+ 0,24

Daénh gia hoat tinh gdy doc té bao ung thu cua cac hop chit triterpen glycoside
tir loai hai sim Cercodemas anceps cho thay ca cercodemasoide A va colochiroside
A c6 hoat tinh gy doc té bao rat manh trén hai dong té bao ung thu KB va HepG2
Vi gid tri 1Cso tir 30 dén 70 nM va ¢6 hoat tinh manh trén cac dong té bao ung thu
LNCaP, MCF7 va SK-Mel-2 véi gia trj ICso trong khoang tir 0,11 dén 0,24 pM. Hoat
tinh manh ciing dugc ghi nhan & hop chat cercodemasoide B va philinopside A trén
tat ca nam dong té bao ung thu duoc thir nghiém véi gia tri 1Cso trong khoang tir 0,11
dén 1,47 uM va & cac hop chét cercodemasoide C-E trén hai dong té bao KB va
MCF7 (ICsp tir 0,32 dén 1,37 uM) va cercodemasoide C trén dong té bao SK-Mel-2
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(ICso = 1,25 + 0,22 pM). Hoat tinh caa cac hop chat ndy manh hon khi so sanh véi
chat dbi ching duong ellipticine. Ngoai ra, cercodemasoide C-E c6 hoat tinh tét ddi
véi hai dong té bao LNCaP va HepG2 véi gia tri 1Cso tir 1,92 dén 6,08 uM va hai hop
chét cercodemasoide D va E ¢6 hoat tinh tt d6i véi dong SK-Mel-2 véi ICso = 4,09
+ 0,26 va 7,36 £ 0,46 uM [77].
1.4. Téng quan vé dbi twong nghién ctru
1.4.1. Pic diém sinh hoc va phdn bé hai loai hdi sém Stichopus horrens va
Holothuria edulis
1.4.1.1. Loai hai sam Stichopus horrens
Hé théng phan loai:

Nganh: Echinodermata

Lop: Holothuroidea

Bo: Synallactida

Ho: Stichopodidea

Gidng: Stichopus

Loai: Stichopus horrens Selenka, 1867

Synonym:

Holothuria lutea Quoy & Gaimard, 1834

Stichopus godeffroyi Semper, 1868

Stichopus godeffroyi var. pygmaeus Semper, 1868

Stichopus godefroyi Semper, 1868

Stichopus tropicalis Fisher, 1907

Stichopus variegatus Semper, 1868

Hinh nguyén sic (https://en.wikipedia.org/wiki/Stichopus_horrens)
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Phan bé: Loai S. horrens phan bé rong di tim thay & cac nuéc thuoc An Do -
Tay Thai Binh Duong. Loai nay da tim thdy & d6 sau 0 - 20 m nuéc trén ran san ho,
béi tridu day cat, da dam, an duéi da hodc cac ran san hd chét. O nudc ta thuong tim
thay trong cac ran da, ran san hd doc ven bo cac tinh & mién Trung.

MO ta: Loai S. horrens thuoc ho Sticopodidae, bo Synallactida, I6p
Holothuroidea. Kich thudc loai nay thuoc loai trung binh, chiéu dai tir 15 - 20 cm
mau xanh nhat hoic tring pha xanh. Co thé rit mém, bao phu xung quanh béi nhiéu
ndt san. Cé khoang 20 xUc tu miéng hinh khién. Gai xwong dang hinh méc céu, hinh
con va dang bang. Lat cit ngang hinh tr gidc nhung phan bung det.

Sinh hec: Loai nay sinh san bang trang (gonochoric) va chi c6 mot budng
trang. Sinh san va thu tinh déu dién ra bén ngoai co thé ¢ trong méi trudng nude bién.
Phéi phat trién thanh 4u tring pho du (auricularia) roi thanh au tring hinh thing
(doliolaria), sau d6 qua qua trinh phét trién thanh hai sdm non.

1.4.1.2. Loai hai sam Holothuria edulis

Hinh nguyén sic (https://www.researchgate.net/figure/a-live-paratype-of-

Holothuria-Halodeima-nigralutea-OLoughlin-sp-nov-from-
Western_figd 258996404)
Hé théng phan loai:
Nganh: Echinodermata
Lop: Holothuroidea
Bo: Holothuriida
Ho: Holothuriidae
Giéng: Holothuria

Loai: Holothuria (Halodeima) edulis Lesson, 1830
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Synonym:
Halodeima edulis (Lesson)
Holothuria (Thyone) edulis Lesson, 1830
Holothuria albida Bell, 1887
Phan bé: H. edulis 1a mot loai pho bién va pho bién & An D6 Duong - Thai
Binh Duong. N6 séng dudi day bién & do sdu dén 20 m. Pham vi phan b cua n6 kéo
dai tir Bién Do va b bién Dong Phi dén Sri Lanka, Nhat Ban, Trung Quéc, Indonesia,
Viét Nam, Philippines, Bic Uc va cac dao khac nhau ¢ Thai Binh Duong. Loai nay
thich nghi trong mét s6 méi trudng song khac nhau bao gdm ca trén nén cat hoac bun,
trén d4 vun san hd va trong cac tham co bién, trén cac bai da ngdm, trén cac suon da
ngam hoic trong cac hang hoc o dao.
M0 ta: H. edulis 1a mot loai hai sam thuoc ho Holothuriidae, bo Holothuriidae,
I6p Hai sam Holothuroidea. Loai nay c6 kich ¢& trung binh véi chiéu dai khoang 20
- 30 cm. Than c6 hinh dang gan nhu hinh tru véi cac dau tron nhung co thé thu lai va
mé co dan co thé bién thanh cac hinh dang khac nhau. Loai hai sam nay thuong c6
mau den - do sAm & mat trén va mau hoa ca hong & miat duéi, nhung c6 thé c6 mau
x4m hodc nau sam. Da cua loai H. edulis thudng mém, déo va rat min. Than c6 cac
hang doc chan ng nho, cé thé co rat vao phia trong da, dé lai cac héc nho. Quanh
miéng c6 20 chan 6ng hinh tron dwoc bién doi thanh xdc tu khi chiing di kiém an.
Pic diém sinh hoc: Loai H. edulis chu yéu sbng vé ban dém va c6 xu hudng
an nau vao ban ngay dudi c4c tang da hoac manh san ho. N6 1a dong vat an thit va
kiém 4n bang cach dn cat va cac manh vun tich tu duéi ddy bién ma ching thu duoc
bang cé4c xuc tu kiém an cua minh. Su van dong o H. edulis rat cham. N6 di chuyén
chu yéu nho nhu dong cua thanh co thé, duoc hd trg & mot mae do han ché boi cac
chan dng ciia no. N6 ciing ¢ thé neo cac xUc tu kiém an cua minh vao cét va ty di
chuyén theo. Néu bi lat, c6 thé sir dung cac xtic tu dé tu thiang bang. Loai H. edulis
c6 gidi tinh riéng biét va sinh san vao bat ky thoi diém nao trong nim vdi cac giao tir
dugc giai phong vao cot nudce. Au tring 1a sinh vat pha du. Loai hai saim nay ciing co
thé sinh san v tinh bang céch v& thanh hai phan, mdi phan sau d6 hinh thanh lai céc

co quan bi thiéu.


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=213184
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=530655
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=529787
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1.4.2. Tinh hinh nghién citu thanh phin héa hoc va hoat tinh sinh hoc

Variegatuside C: A°(D, R;=H,R,=S
Variegatuside D: A7, 96H, R, =H, R, =S

Variegatuside A: A7?* 9H, R, =S,R,=H
Variegatuside E: A7, 9H, R, =S, R, =H

Variegatuside B:
A% R =H,R,=§

Tinh dén nay, chua c6 nhiéu cac nghién ciu duoc cong b vé thanh phan héa
hoc va hoat tinh sinh hoc cua hai loai hai sém H. edulis va S. horrens. Cac nghién cuu
dau tién vé loai hai sim H. edulis dugc cac nha khoa hoc Nga thuc hién tir nhiing
nim 1980 va di phan tach duoc hai hop chat triterpene glycoside 1a holothurin A
[109] va holothurin A, [51]. Cé&c nghién citu gan day cho thay, cin chiét caa loai hai
sam nay thé hién hoat tinh gay doc té bao ung thu HL-60 [110] va hoat tinh chéng
oxy héa [111].

Nghién ctru vé thanh phan hoa hoc loai S. horrens (cé tén ddong nghia S.
variegatus) ciing duoc cac nha khoa hoc ngudi Nga tién hanh tir nhitng nam 1980 va
d3 phan 1ap duogc hop chat triterpene glycoside c6 tén stichoposide D [112]. Gan day,
nhom tac gia ngudi Trung Qudc tiép tuc cong bd sau hop chit triterpene glycoside
khong chira nhom sulfate duoc dat tén la variegatuside A-F cung véi holothurin B tir
loai hai sdm nay [113]. Tuy nhién, mot diém dang lru tAm |4 theo phan tich tir nhém
tac gia ngudi Nga [114] cho thay, viéc cong bd su c6 mat caa hop chét holothurin B
tir lodi nay cho thay c6 thé dbi tugng nghién ciu trong cong trinh cua cac nha khoa
hoc Trung Quéc [113] di duoc giam dinh loai chua chinh xac va tén khoa hoc ciing
dugc dua sai trong bai bao 1a “S. variegates”. Theo nhom tac gia & trén, cau trdc hoa
hoc cua variegatuside A-F di bi xac dinh sai v&i xu xuat hién cua chudi duong c6

lien két (1—3) giita goc dudng thi hai va gbe duong thir ba (mot cu trac chua ting
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Xuat hién & céc hop chét triterpene glycoside tir cac loai hai sam) do nham Ian vj tri
cua goc duong glucose va xylose va dan dén phan tich sai dir kién phd cong huong
tir hat nhan NMR. Ngoai ra, nhitng hop chat nay ciing chta cac lién két doi tai vi tri
C-7/C-8 hodc C-8/C-9 hoic C-9/C-11, trong khi tit ca cac hop chét triterpene
glycoside dd cong bd tir loai nay va cac loai c6 lién quan déu c6 lién két d6i & vi tri
C-7/C-8. Mot diéu rd rang la vi tri cua lién két doi trong trudng hop nay ¢é kha ning
bi chuyén vi sang vi tri C-8/C-9 va C-9/C-11 trong diéu kién méi trudng acid. Do do,
cac nha khoa hoc nguoi Nga dua ra gia thiét rang rat c6 thé phan doan (lam giau) c6
chtra glycoside da dugc xur ly/tac dong trong méi trueong acid & qué trinh phan tach
c4c hop chat 1am ting kha niang xac suat chuyén vi cia lién két doi lién quan trong

cau tric saponin [114].
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CHUONG 2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Péi tweng nghién ciru

2.1.1. Loai hdi sam Stichopus horrens

= Mau hai sam S. horrens duoc thu thap tai Hai Van - Son Tra, tinh Thira Thién
- Hué vao thang 5/2016.

= Tén khoa hoc duoc GS. TS. B6 Cong Thung, Vién Tai nguyén va Moéi truong
bién (Vién Han 1am KHCNVN) giam dinh.

= MAu tiéu ban duoc luu tai Vién Héa sinh bién - Vién Han 1am KHCNVN.
-

»
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Hai sam - Stichopus horrens Selenka, 1867
2.1.2. Loai hdi sam Holothuria edulis
= Mau hai sdm H. edulis dugc thu thap tai khu vuc Ci Lao Cham, tinh Quang
Nam vao thang 8/2016.
= Tén khoa hoc duogc GS. TS. 6 Cong Thung, Vién Tai nguyén va Méi trudng
bién (Vién Han 1am KHCNVN) giam dinh.
» MAu tiéu ban duoc luu tai Vién Héa sinh bién - Vién Han 1am KHCNVN.

Hai sam - Holothuria (Halodeima) edulis Lesson, 1830
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2.2. Phuong phap nghién ctru
2.2.1. Phwong phdp phén Igp cdc hop chit
2.2.1.1. Xur Iy mdu

Mau hai sdm Stichopus horrens va Holothuria edulis sau khi thu vé& duoc tién
hanh bao quan theo quy trinh chung sau:

= Loai mudi va tap ban bang céach ria sach nhiéu lan véi nuée cat.

= Dé rao nudc ¢ nhiét &6 phong, ép nhe bang gidy loc ban dé thim hét nuéc.

= Cac mau duoc cho vao tung tdi ni 16ng sach, kém theo ky hiéu mau duoc ghi
trén gidy nén bang but chi dé tranh bi mo hozc rach nét khi tiép xdc véi nuéc va &
diéu kién lanh am sau.

= Lap danh sdch mau hai sdm S. horrens va H. edulis véi ky hiéu mau.

Céc tGi mau hai sam S. horrens va H. edulis dugc Iuu giit trong ta lanh am sau
(SANYO Ultra-low temperature freezer: MDF-U33V, ¢ -50°C) dé dam bao mau
khéng bi vi sinh vat phan hay.
2.2.1.2. Tao dich chiét tong

Céac mau hai sdm S. horrens va H. edulis dugc chiét theo quy trinh nhu sau:

= Buéc 1: Lay mau ra khoi ti dong: Phai rat than trong trong qué trinh lay mau
vi trong tu lanh &m s&u c6 su tao tuyét nén céc tii mau sé bi dinh vao nhau va rat dé
bi rach khi lay ra. Néu tdi bi rach c6 thé s& lam mat ky hiéu mau gay ra su cd khong
thé xac dinh duoc chinh x4c mau hozc nham Ian giira c&c mau véi nhau.

= Buéc 2: Dé giai dong mau lay ra & nhiét do phong, sau d6 tién hanh rua lai
nhiéu lan bang nuéc cat trudc khi cat nho va xay mau.

= Buéc 3: Tién hanh can, cit nho va xay mau da rira trén may xay mau chuyén
dung (tuy theo loai mau hai sam S. horrens hay H. edulis str dung cac thiét bi xay va
nghién mau cho pht hop).

= Buéc 4: Tién hanh chiét ba lan s dung MeOH véi mau da duoc xay trén thiét
bi chiét siéu am & nhiét do trong khoang 40 - 60°C hoac chiét véi MeOH néng trong
6 gio, thoi gian chiét mdi lan it nhat 60 phat.

» Budc 5: Céac dich chiét MeOH thu duoc cua ba 1an chiét duogc tién hanh loc

qua gidy loc, dich chiét duoc gom lai dé chuan bi cét loai bo dung méi MeOH.
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= Buéc 6: Tién hanh cat quay loai bo MeOH khoi dich chiét trén thiét bi cit quay
chan khong. Trong qué trinh cd quay phai dam bao nhiét d6 khéng qua 60°C dé tranh
lam bién d6i cac hop chat trao ddi thir cAp c6 trong dich chiét.

= Buéc 7: Tién hanh c6 quay dén khi khdng con su thay doi vé khéi lwong can
chiét thi thu duoc cin MeOH tong dudi dang cao. Ghi ky hiéu theo tirng ddi tuong
mau cu thé va luu cin chiét tong trong ta lanh cho dén khi tién hanh dé nghién cuu.
2.2.1.3. Tach chiét va phan ldp cac hop chdt

= Sic ky 16p mong (TLC) duoc tién hanh trén ban mong da trang san silica gel
DC-Alufolien 60 F2s4 (Merck 1,05715) va RP-18 F2sss (Merck).

= Sic ky 16p mong diéu ché duoc tién hanh trén ban mong da trang san silica gel
60G Fass (Merck, 105875).

= Sic ky cot (CC) duoc thuc hién véi chat hap phu silica gel pha thuong ¢d hat
0,040 - 0,063 mm (240 - 430 mesh) va pha dao RP-18 (ODS-A, 12 nm S-150 mm,
YMC Co., Ltd., Japan), Diaion HP-20 (Supelco), Sephadex LH-20 (Sigma)...

= Hg¢ thdng sic ky long hiéu niang cao HPLC Agilent 1260 Infinity II, dau do
DAD va dau do khic xa (CA, My). Cot: Cosmosil 5C18-MS-II, 250 x 20 mm, 5,0
pm. ..

= May sic ky long trung 4p MPLC (Isolera One, Biotage - Thuy Dién).

= Phuong phép tinh ché bang két tinh lai trong cac dung mdi hitu co phu hop.
2.2.2. Phwong phdp xdc dinh céiu triic héa hoc

= GOc quay cuc [a]p dugc do trén may JASCO P2000 polarimeter.

= Pho khéi lugng (ESI-MS): Phé khéi luong phun mu dién tir (Electron Spray
Ionization mass spectra) dugc do trén may Bruker Impact 11 Q-TOF spectrometer.

= Pho khdi lugng phan giai cao duge do trén may Agilent 6530 Accurate-Mass
spectrometer.

= Pho cong huang tir hat nhan (NMR): Phd H (500 MHz) va 3C NMR (125
MHz) dugc do trén may Bruker AMS500 va Avance III HD 500 FT-NMR
Spectrometer (303K).
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2.2.3. Cac phwong phap danh gia hoat tinh sinh hoc
2.2.3.1. Phirong phdp dénh gid hoat tinh gdy déc té bao ung thu (TBUT)
Phuong phép thir o doc té bao ung thu in vitro dugc Vién Ung thu Qudc gia

Hoa Ky (National Cancer Institute - NCI) cdng nhan nhan 1a phép thir d6 doc té bao
chuan cho muc dich sang loc va phét hién cac chat c6 kha ning kim ham su phat trién
hozc diét té bao ung thu ¢ diéu kién in vitro. Phép thir nay duoc tién hanh theo phuong
phap di duoc céng bd boi Monks va cac cong su [115]. Phép thir tién hanh tinh ham
lugng protein té bao tong sé dua trén mat do quang hoc (Optical Density - OD) do
duoc khi protein cua té bao duoc nhuém bing Sulforhodamine B (SRB). Gi4 tri OD
do duoc sé ti Ié thuan véi luong SRB gan voi phan tir protein, vi vay luong té bao
cang nhiéu (cang nhiéu luong protein) thi gia tri OD do duoc cang I6n va nguoc lai.
Phép thir duoc tién hanh trong diéu kién nhu sau:

= Pha chat can thir thanh céc dai nong d thich hop.

= Lam roi té bao bang trypsin hoa té bao thi nghiém va dém trong budng dém tir
d6 diéu chinh mat do cho thich hop vai thi nghiém.

= Cho vao c4c giéng cua dia 96 giéng chat thr da pha ¢ cac nong do, thém té
bao da diéu chinh nong do thich hop & trén vao cac giéng nay dé nong do chat thu
trong giéng dat 200, 40, 8 va 1,6 pg/mL. U 48 gio trong ta am. Giéng khong chaa
chat thir nhung c6 té bao ung thu (180 pL) duoc ding lam ddi ching ngay 0. Sau 1
gio, té bao o giéng nay sé& duoc cb dinh bang trichloracetic acid (TCA).

= Sau 48 gio, té bao duoc cb dinh bang TCA trong thoi gian 1 gio, dugc nhuém
bang SRB trong thoi gian 30 phat & 37°C, rira ba lan bang acetic acid va dé khé &
nhiét do phong.

= 10 mM unbuffered Tris base dé hoa tan lwgng SRB, tién hanh Iic nhe trong
thoi gian 10 phat.

= Poc két qua OD trén may ELISA Plate Reader (Bio-Rad) ¢ bugc song 515 -
540 nm.

= 9% Ut ché sy phat trién cua té bao khi c6 mat chat thir s& duoc tinh bing cong
thac sau:

[OD (chit thir) - OD (ngay 0)]
% Ucché = 100% - : x 100
OD (doi chang am) - OD (ngay 0)
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= Lip lai 3 1an phép thir dé dam bao tinh chinh xac. Ellipticine (10, 2, 0,4, 0,08
Hg/mL) duoc sir dung 1am chat d6i ching duong.

DMSO 10% ludén duoc st dung 1am d6i chang am. Gia tri 1Cso (ndng d6 e
ché 50% su phat trién) s& duoc xac dinh bang phan mém may tinh TableCurve 2Dv4.

Phép thtr duoc tién hanh trén nam dong té bao ung thu: tién liét tuyén (LNCaP)
vl (MCF7), biéu mé (KB), gan (HepG2) va sic t6 da melanoma (SK-Mel-2). Céc
dong té bao ung thu do GS. J. M. Pezzuto, Trudng Pai hoc Hawaii va GS. J. Maier,
truong Pai hoc Milan, Italia cung cip. Thuc nghiém duoc tién hanh tai Vién Cong
nghé sinh hoc.

Moi truong nudi cdy té bao sit dung DMEM (Dulbeccos Modified Eagle
Medieum, Invitrogen) cé thém thanh phan L-glutamine (Invitrogen), sodium piruvat
(Invitrogen), NaHCOs, antibiotic-antimycotic 1%  (penicillin/streptomycin/
amphotericin B, Invitrogen), FBS 10% (Invitrogen), Trypsin-EDTA 0,05%
(Invitrogen).

Kinh hién vi soi nguoc (Axiovert 40 CFL), budng dém té bao (Fisher, My),
may ELISA Plate Reader (Bio-Rad), tu am CO2 (Sanyo), tu lanh sau -80°C (Biobase),
binh nio 16ng (Trung Qudc), can phan tich (Ohaus), may do pH va cac dung cu thi
nghiém thong thuong. Hé thdng may tric luu té bao (Flow cytometer, ACEA
NovoCyte™ 2000, ACEA BioSciences - M¥).

DMSO (Fisher); Nudc cat khtr tring; TCA (Fisher); Tris base (Sigma); PBS
(Gibco); SRB (Sigma); Camptothecin (AK scientific); Axit Axetic (Trung Qudc)...
2.2.3.2. Phwong phdp danh gid co ché tic déng diét té bao ung thuw

a. Chuan b; mau: Hop chat SH17 duoc pha thanh dung dich géc véi nong 100
UM trong DMSO, sau d6 pha lodng & cac dai nong do thir nghiém 12 0,1, 0,3 va 1,0
HM.

b. Chudn bj té bao: Dong té bao ung thu vii nguoi (MCF7) dugc cung cap boi
GS. J. H. Lee (Truong PHQG Kangwon, Han Quéc). Té bao ung thu dwoc nudi cay
in vitro theo phuwong phap Mosmann va c&c cong su [116]. Té bao dugc nudi cay &
37°C trong méi truong DMEM d3 dugc bo sung huyét thanh nhau phéi bd 10%
(FBS), 100 U/mL penicillin va 100 mcg/mL streptomycin trong ta cay CO2 5% trong
thoi gian 48 gio.
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c. Phan tich ham lrong DNA cua té bao bang may flow cytometer (cell cycle
analysis) [117]: té bao ung thu va ngudi (MCF7) duoc nudi ciy trong cac dia petri
100 mm x 20 mm trong méi truong DMEM ¢ 37°C, 5% CO2 vai 10% FBS, penicillin
(100 units/mL) va streptomycin sulfate (100 pg/mL) véi mat do 2,5 x 10° té bao. Sau
24 gio, té bao duoc thir vai hop chat SH17 pha san trong DMSO & céc nong do 0,1,
0,3 va 1,0 pM. Sau 48 gio, thu phan té bao bam dinh bang trypsin va ly tam 1000 xg,
5 phut dé thu can té bao. Rua cin té bao bang PBS, sau d6 ¢ dinh té bao trong ethanol
70% trong 2 gio & nhiét 6 4°C. Sau d6, ly tim va rira cin té bao hai 1an bang PBS.
500 pL dich té bao duoc bd sung 5,0 L RNAse (2,5 mg/mL) va 2,5 pL propidium
iodide (PI, 1,0 mg/mL). Dung dich trén duoc u ¢ 37°C, thoi gian 30 phut, sau d6 phan
tich bang may trac luu té bao. Két qua dugc phan tich bang phan mém Novocyte dudi
dang biéu do.

d. Phan tich qué trinh t chét cua té bao (apoptosis) [117]: té bao ung thu vi
ngudi MCF7 dugc nudi cdy trong cac dia petri 100 mm x 20 mm trong mdi trudng
DMEM ¢ 37°C, 5% CO- véi 10% FBS, penicillin (100 units/mL) va streptomycin
sulfate (100 pg/mL) véi mat do 2,5 x 10° té bao. Sau 24 gid, té bao duoc thir vai hop
chat SH17 pha sin trong DMSO & cé4c noéng d6 0,1, 0,3 va 1,0 pM. Sau 48 gio, thu
ca phan dich ndi va phan té bao bam dinh va ly tam 1000 xg, 5 phat. Hat bo dich noi
Va rira can té bao bang PBS. Hoa tan can té bao véi 300 - 500 pL binding buffer (thy
lwong té bao). Vi mdi 100 pL dich té bao, bd sung 5,0 uL FITC annexin V va 1,0
uL P1 (100 ug/mL), sau d6 u dich té bao & nhiét d6 phong, tranh &nh sang trong thoi
gian 15 pht. Bo sung 400 pL binding buffer va phan tich bang may tric luu té bao.
Két qua dugc phan tich bang phan mém Novocyte duéi dang biéu do.

e. Quan sat sy thay déi hinh thai té bdo dudi kinh hién vi (Microscope
observation): Pé danh gia tac dong cua cac hop chét Ién hinh théi té bao ung thu vi
ngudi MCF7, té bao dugc nudi trong cac dia nudi cdy 100 mm (mat 6 5 x 10* té
bao). Sau 24 gid, té bao dwoc 1t véi hop chat ¢ cac ndng do thir nghiém (ngoai trir dia
d6i chiing). Sau 48 gio, té bao dwoc quan sat bang kinh hién vi soi ngugc CKX53
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) véi do phong dai 10X va 20X.

Thue nghiém duoc thyc tién hanh tai Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am
Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
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CHUONG 3. THU'C NGHIEM VA KET QUA
3.1. Phan lip cac hop chit tir loai hai sam Stichopus horrens

MaAu hai sdm twoi
A Acetone Stichopus horrens

CC: Chromatography column (10,5 kg)

D: Dichloromethane Cit nho, chiét véi MeOH néng,
3 1an, mdi 1an 6 gid, 45-60°C.

M: Methanol .
H: n-Hexane Can MeOH
W: Water (M, 101,5 g)
Thém nudc cat (1L)
CH,Cl,/H,0 1:1 Thém CH,CI, (1L 3 lan)
v v
Cin CH,CI, Lop H,O
(C,2229) (W)
MPLC, silica gel CC,
l CH,Cl,-MeOH gradient 100:1, 70:1,... 0:100
v v v v
C1 C4 C5 C7
(0,89) (1,6 9) (159 (0,6 9)
RP-18 CC, RP-18 CC,
MW 3:1 MW 3:1

v v v v v v v v v
C4A C4B C4D C4F C5A C5B C5C C5D  CsE
069 (34 mg) (65 mg) ©39) (069 (@omg) (90mg) (0mg) ©19

Silica gel CC RP-18 CC RP-18 CC | Silica gel CC Silica gel CC Silica gel CC | RP-18 CC RP-18 CC
DMW 6:1:0,05, viv AW 1,5:1 AW 1,7:1 DMW 7:1:0,05, viv DMW 5:1:0,05, viv | DMW 5:1:0,05, viv [ AW 1,5:1 MW 3:1

I T D ' ! |
SH1  SH3 SH6 SH8 SH4 SH5 SH7 SH11 SH9 SH10 SH2
(30mg) (35mg) (50mg) (26mg) (22mg) (4,0mg) (55mg) (4,0 mg) (4,5 mg) (3,5 mg) (3,5 mg)

Hinh 5. So db chiét mau va phan lap céac chat tir can CH,Cl, cua S. horrens.

Mau tuoi hai sdm S. horrens (10,5 kg) duoc cat nho va chiét bang methanol
nong (3 1an, mdi lan trong 6 gio, nhiét do 45-60°C) thu dugc can chiét MeOH (M,
101,5 g) sau khi cét loai dung méi duéi 4p suat giam. Can chiét M dugc phan tan vao
trong nuéc cit (1L), sau d6 chiét phan 16p véi dung méi dichloromethane (CH:Cl,
mdi lan 1L x 3 lan) thu dugc can chiét can CH:Cl (C, 22,2 g) va phan nuéc (Hinh
5).

Can chiét CH2Cl2 (22,2 g) duoc dua 1én hé thdng sic ky long trung &p (MPLC),
sir dung sac ky cot pha thuong, hé dung méi gradient rira giai CH2Cl-MeOH tir 100/1
— 0/100 thu dugc bay phan doan tir C1-C7. Phan doan C4 (1,6 g) duoc dua 1én sic
ky cot pha dao RP-18 hé dung m6i MeOH-H-0 (3:1, v/v) thu dugc sau phan doan
CAA-CAF. Tinh ché phan doan C4D (65 mg) bang sic ky cot nhoi silica gel pha
thuong va sir dung hé dung moi rira giai CH2Cl>-MeOH-H20 (7:1:0,05, v/viv), sau
d6 tiép tuc két hop sic ky cot RP-18 rira giai bang acetone-H20 (1,7:1, v/v) thu dugc
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ba hop chit bao gom SH4 (2,2 mg), SH5 (4,0 mg) va SH7 (5,5 mg). Tiép dén phan
doan C4B (34 mg) dugc phan tach trén sac ky cot silica gel pha thuong, sir dung hé
dung mdi rira giai CH2Cl-MeOH-H0 (6:1:0,05, v/v/v) va tinh ché tiép bang sic ky
cot RP-18 rura giai bang acetone-H20 (1,5:1, v/v) thu duoc cac hop chat SH1 (3,0
mg), SH3 (3,5 mg), SH6 (5,0 mg) va SH8 (2,6 mg). Phan doan C5 (1,5 g) dugc phan
tach thanh 5 phan doan nho (C5A-C5E), sir dung sic ky cot pha dao RP-18 véi hé
dung mai raa giai MeOH-H,0 (3:1, v/v). Hop chat SH2 (3,5 mg) duoc tinh ché tur
phan doan nhé C5D (90 mg) sau khi duoc phan tach trén sic ky cot nhdi silica gel
pha thuong va su dung hé dung méi ria giai CH2Cl>-MeOH-H20 (5:1:0,05, v/iviv) va
tinh ché tiép bang sic ky cot RP-18 rira giai bang MeOH-H20 (1:1, v/v). Tinh ché
phan doan C5B (80 mg) trén sac ky cot silica gel pha thuong va sir dung hé dung moi
ria giai CH2Cl-MeOH-H20 (5:1:0,05, v/v/v) va tinh ché tiép bang sac ky cot RP-18
rira giai bang MeOH-H20 (2,5:1, v/v) thu dugc hop chat SH11 (4,0 mg). Hai hop
chat SH9 (4,5 mg) va SH10 (3,5 mg) duoc tinh ché tir phan doan C5C (90 mg) trén
sac ky cot silica gel pha thuong va sir dung hé dung méi rira giai CH2Cl.-MeOH-H20
(5:1:0,05, v/viv) sau d6 két hop véi sac ky cot RP-18 va sir dung pha dong acetone-
H-0 (1,5:1, v/v) lam dung mdi rua giai.

A: Acetone

Lép nudce
CC: Chromatography column (W)
D: Dichloromethane
M: Methanol Diaion HP-20
W: Water gradien MeOH-H,0, 0:100 - 100:0
v v v v
W1 W2 W3 W4
(12,6 9) (5.39) (2,80) (1,75 9)
MPLC, silicagel CC
CH,CI,-MeOH-H,0 4:1:0,1, viv
v v v v
WA4A W4B W4C W4D
(0.139) (0,159) (0,459) (1.019)
| eeccmwa
SH12 SH13 SH14 SH15 WA4C1 W4C2 WA4C3
(10mg) (8,0 mg) (7.0mg) (85 mg) (0,15 9) (0,14 g) (0,16 g)
Sephadex LH-20 l Silica gel CC l RP-18 CC
MW 2:1 v DMW 3,5:1:0,1 AW 122
SH16 SH17
(8,0 mg) (15 mg)

Hinh 6. So db phan 1ap cac hop chat tir 16p nuée caa S. horrens.
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Lép nude duge dua 1én cot Diaion HP-20 véi gradient hé dung mdi lan luot 12
100% nuéc — MeOH-H,0 25:75 — MeOH-H,0 50:50 — 100% MeOH (mdi hé
dung mdi sir dung thé tich ~1L) thu duoc bon phan doan tir W1—W4. Phian doan W4
(1,75 g) duoc phan tach trén hé théng MPLC séc ky cot silica gel pha thudng véi hé
dung mdi CH2Cl2-MeOH-H20 (4:1:0,1, v/v/v) thu dugc bdn phan doan W4A (0,13
g), W4B (0,15 g), W4C (0,45 g) va W4D (0,40 g). Phan doan W4A sau d6 dugc sir
dung qua sic ky cot pha dao RP-18 hé dung mdi MeOH-H20 (2:1, v/v) thu dugc hai
hop chat SH12 (10 mg) va SH13 (8,0 mg). Twong tw, phan doan W4B dugc dua qua
sac ky cot pha dao RP-18 giai hap bang hé dung méi MeOH-H,0 (2:1, v/v) thu dugc
hop chat SH14 (7 mg) va phan doan W4B1 (20 mg). Hop chat SH15 (8,5 mg) thu
duogc tir phan doan W4B1 (20 mg) boi phan tach trén sac Ky cot pha thuong sir dung
hé dung mai giai hap CH2Cl.-MeOH-H20 (3:1:0,1, v/v/v). Phan doan WA4C duoc
phan tach trén sic ky cot pha dao RP-18 st dung pha dong MeOH-H20 (2:1, v/v) thu
duoc ba phan doan W4C1—-W4C3. Tuong tuy nhu trén, phan doan W4C1 (0,15 g)
cling duoc phan tach trén sic ky cot silica gel pha thuong véi hé dung mai rira giai
CH2Cl>-MeOH-H:0 (3,5:1:0,1, v/v/v) thu dugc phan doan WAC1A (18 mg). Str dung
cac phuong phéap sic ky két hop, thu dugc hop chat SH16 (8 mg) tir phan doan
WACIA (18 mg) dugc giai hap trén cot Sephadex LH-20 sir dung hé dung moi
MeOH-H0 (2:1, v/v) rdi tiép tuc tinh ché bang sac ky cot pha thuong hé dung mai
CH.CI>-MeOH-H20 (3,5:1:0,1, v/v/v). Phan doan W4C2 (0,14 g) dugc phan tach trén
sac ky cot silica gel pha thuong hé dung méi CH2Cla-MeOH-H,0 (3,5:1:0,1, VIVIV)
thu dugc phan doan WA4C2A (45 mg). Cudi cung, hop chat SH17 (15 mg) thu duoc
tir phan doan W4C2A str dung sic ky cot pha dao RP-18 tinh ché va hé dung mai ria
giai acetone-nudéc (1:2, viv, Hinh 6).
3.2. Phan 1ap cac hop chit tir loai hai saim Holothuria edulis

Mau hai sam tuoi H. edulis (9,5 kg) duoc cit nho va chiét bang MeOH trong
diéu kién siéu am (3 1an, mdi lan 1 gio, nhiét 6 45-60°C) thu dugc cin chiét MeOH
(M, 125 g). Can chiét nay duoc phan tan vao nudc (1L) sau d6 chiét phan bé long/long
v6i CH,Cl (3 x 1L) thu duoc can chiét CH,Cl, (18,0 g) va 16p nuéc (W). Lép nuéc
dugc dua 1én cot Diaion HP-20 st dung gradient véi hé dung méi lan luot 12 100%
nudc — MeOH-H:0, 25:75 — MeOH-H20, 50:50 — MeOH-H20 75:25 — 100%
MeOH thu duoc nam phan doan (W1—Ws, Hinh 7).



A: Acetone
CC: Chromatography column
D: Dichloromethane
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Mau hai sam tuoi
Holothuria edulis
(9,5 ko)

Cét nho, siéu 4m véi MeOH X 3 lan,
mdi lan 1 gio, 45-60°C.

M: Methanol
H: n-Hexane Cian MeOH
W: Water (M, 125 g)
Thém nudc cat (1L)
CH,Cl,/H,0 1:1 Thém CH,Cl, (1L><3 lan)
v v
Can CH,CI, Lép H,0
(C,189) W)
4 Diaion HP-20, H,0-MeOH gradien 100:1, 70:1,...0:100 |
v 7 v v v
(15,2 9) (11,89) (6,39) (19,5 g)
Silica gel CC l RP-18 CC
DMW 4:1:0,1, viv y MW 1:2
HES
(7,5 mg) MPLC, RP-18 CC
MW 1:1
v v v v
WA W.B W,C W;D
(0,049) (0,28 g) (99) (59)
Silica gel CC Silica gel CC Silica gel CC
7/ DMW 3:1:0,1, viv 7/ DMW 5:1:0,05, viv /7 DMW 3:1.0,1, viv
7 7 -
WSBl W5B3 W5C1 WSCS W5D1 W5D3 WSD4
(175mg) (30 mg) (80 mg) (359) (40 mg) (0,55 9) (159
l RP-18 CC Silica gel Ccl RP-18 Ccl Silica gel Ccl RP-18 CC l Silica gel CC |RP-18 CC
MW 1:1, viv DMW 4:1:0,1, viv MW 1:1 | DMW 4:1:0,05, viv MW 1,5:1 DMWI3:1:0,1 MW 1,2:
HE3 HE4 HEG HES HE7 HE1 HE2
(7,5 mg) (4,5 mg) (15 mg) (3,5mg) (12 mg) (55mg)  (9,5mg)

Hinh 7. So do phan 1ap céc hop chat tir loai Holothuria edulis.

Phan doan Ws (19,5 g) duoc phan tach sir dung may sac ky long trung &p
MPLC, cot nhoi pha d¢ao RP-18 (Biotage KP-C18-HS 240g) vai hé dung mdi raa giai
MeOH-H,0 (1:1, v/v) thu dugc bn phan doan WsA—WsD. Phan doan WsB (0,28
g) duoc phan tach tiép bang sac ky cot silica gel pha thuong hé dung moi CH,Clo-
MeOH-H20 (3:1:0,1, v/v/v) thu dugc ba phan doan WsB1 (175 mg), WsB2 (25 mg) va
phan doan WsB3 (30 mg). Hop chat HE3 (7,5 mg) duoc tinh ché tir phan doan WsB;
sir dung sic ky cot pha dao RP-18 véi hé dung mdi rira giai MeOH-H20 (1:1, v/v).
Phan doan WsC (9 g) duoc phan tach trén sic ky cot silica gel pha thudong hé dung
moi CH2Cl>-MeOH-H20 (5:1:0,05, v/v/v) thu dugc ba phan doan twong tng 1a WsCy
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(80 mg), WsC> (720 mg) va WsCsz (3,5 g). Phan doan WsC1 dugc phén tach sir dung
sac ky cot pha dao RP-18 hé dung méi MeOH-H20 (1:1, v/v) thu dugc phan doan
W5C1a (35 mg). Phan doan WsCia (35 mg) sau d6 dugc tinh ché trén sic ky cot pha
thuong hé dung méi CH2Cl.-MeOH-H20 (4:1:0,1, v/v/v) thu dugc hop chat HE4 (4,5
mg). Bang cach twong tu, hop chit HE6 (15 mg) thu duoc tir phan doan WsCs (3,5 g)
sir dung sic ky cot pha dao RP-18 hé dung mdi MeOH-H,0 (1:1, v/v). Phan doan
WsD (5 g) dugc phan tach trén sic ky cot silica gel pha thudng hé dung méi CH2Cl-
MeOH-H0 (3:1:0,1, v/v/v) thu duoc bon phan doan WsD1 (0,04 g), WsD2 (0,10 g),
WsDs (0,55 g) va phan doan WsD4 (1,5 g). Phan doan WsD1 duoc dua qua sic ky cot
pha dao RP-18 h¢ dung méi MeOH-H»0 (1,5:1, v/v) thu dugc phan doan WsD14 (16
mg). Tiép dén phan doan WsD1a sau d6 dugc dua 1én sac Ky cot pha thuong hé dung
mdi CH2Cl,-MeOH-H,0 (4,5:1:0,05) thu duoc hop chat HES (3,5 mg). Sir dung sac
Ky cot pha dao RP-18 véi hé dung méi rira giai MeOH-H20 (1,5:1, v/v), tir phan doan
WsD3 (550 mg) hop chat HE7 (12 mg) da duoc tinh ché thanh cong. Phan doan WsDs
(1,5 g) twong tu duoc dua qua sac ky cot pha dao RP-18 hé dung mai riza giai MeOH-
H20 (1,2:1, v/v) thu dugc hop chat HE2 (9,5 mg), phan doan WsDaa (22 mg) va phan
doan WsDap (100 mg). Phan doan WsDaa sau d6 duoc dua qua sac ky cot pha thuong
hé dung mdi CH2Cl-MeOH-H,0 (3:1:0,1, v/v/v) thu duoc hop chat HE1 (5,5 mg).

Cudi cung, phan doan W, (6,3 g) duoc dua 1én sic ky cot silica gel pha dao
RP-18 va4i hé dung m6i MeOH-H20 (1:2, v/v) thu dugc hai phan doan W4A (820 mg)
va W4B (420 mg). Phan doan W1B (420 mg) duoc dua l1én sac ky cot pha thuong stra
dung hé¢ dung mai rua giai CH2Cl-MeOH-H20 (3,5:1:0,1, v/v/v) thu dugc phan doan
W;B1 (85 mg). Phan doan W4B1 (85 mg) dugc phan tach trén sac ky cot pha dao sir
dung hé dung mdi MeOH-H0 (1:1,5, v/v) tiép tuc rira giai trén sic ky cot pha thuong
hé dung mdi CH2Cl-MeOH-H,0 (4:1:0,1, v/viv) thu dugc hop chat HE5 (7,5 mg).
3.3. Thong s6 vat Iy va cac dir kién phd ciia cac hop chét di phan lap
3.3.1. Théng soé vit Iy va cdc di ki¢n phé ciia cdc hop chit di phén Igp tiv lodi hdi
sam Stichopus horrens
3.3.1.1. Hop chat SH1: Stichorrenoside A (hgp chdt méi)

Chét bot, mau trang;

Goéc quay cuc riéng: [a]2® -33 (c 0,05, MeOH);

CTPT: Cs1He401s3;
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KLPT: M =764;

Phé khéi luong phan giai cao (HR-ESI-MS): m/z 787,42449 [M + Na]* (tinh
toan ly thuyét cho ion [CaiHssNaO1s]*, M = 787,42392);

S6 liéu phd tH (500 MHz, pyridine-ds) va 1*C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 7.
3.3.1.2. Hop chat SH2: Stichorrenoside B (hgp chdt méi)

Chat bot, mau trang;

Goc quay cuc riéng: [a]3® -15 (c 0,05, MeOH);

CTPT: Ca1HesNaOssS;

KLPT: M = 866;

Phé khéi luong phan giai cao (HR-ESI-MS): m/z 889,36328 [M + Na]* (tinh
toan ly thuyét cho ion [CaiHesNa2016S]*, M = 889,36268);

S6 lieu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 8.
3.3.1.3. Hop chat SH3: Stichorrenoside C (hgp chdt méi)

Chat bot, mau trang;

Goéc quay cuc riéng: [a]Z® -41 (c 0,05, MeOH);

CTPT: C43Hee014;

KLPT: M = 806;

Pho khdi lugng phan giai cao (HR-ESI-MS): m/z 829,43509 [M + Na]* (tinh
toan ly thuyét cho ion [CasHesNaO14]*, M = 829,43448);

Sb ligu pho *H (500 MHz, pyridine-ds) va *C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 9.
3.3.1.4. Hop chat SH4: Stichorrenoside D (hgp chdt méi)

Chat bot, mau trang;

Goc quay cuc riéng: [a]3° -45 (c 0,05, MeOH);

CTPT: C42He4013;

KLPT: M =776;

Phé khéi lwong phan giai cao (HR-ESI-MS): m/z 799,42442 [M + Na]* (tinh
toan ly thuyét cho ion [Ca2HssNaO1s]*, M = 799,42392);

S6 liéu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 13C NMR (125 MHz, pyridine-ds):

xem Bang 10.
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3.3.1.5. Hop chdt SH5: Stichoposide A

Chat bot, mau trang;

CTPT: C43HegO13;

KLPT: M =792;

S6 liéu phd ™H (500 MHz, pyridine-ds) va 1*C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 11.
3.3.1.6. Hop chdt SH6: Stichoposide B

Chét bot, mau trang;

CTPT: C43HesOu4;

KLPT: M = 808;

S6 ligu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 12.
3.3.1.7. Hop chat SH7: 38-O-/8-D-xylopyranosyl-(1—2)-8-D-xylopyranosyl]-23S-
acetoxyholost-7-ene (hgp chdt phan Idp ldn dau tién tir thién nhién)

Chat bot, mau trang;

CTPT: Cs2He6013;

KLPT: M =778;

S6 ligu pho H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 13.
3.3.1.8. Hop chat SH8: 38-O-/8-D-xylopyranosyl-(1—2)-8-D-xylopyranosyl]-23S-
hydroxyholost-7-ene (hop chat phan ldp ldn dau tién ti thién nhién)

Chat bot, mau trang;

CTPT: Ca0He4O12;

KLPT: M = 736;

S6 ligu pho H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 14.
3.3.1.9. Hop chat SH9: Stichorrenoside E (hgp chdt méi)

Chat bot, mau trang;

Go6c quay cuc riéng: [a]3° -41 (c 0,05, MeOH);

CTPT: CssHgsO2s3;

KLPT: M = 1114,
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Phé khéi lugng phan giai cao (HR-ESI-MS): m/z 1137,54571 [M + Na]* (tinh
toan ly thuyét cho ion [CssHssNaOz3]*, M = 1137,54525);

S ligu pho *H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 15.
3.3.1.10. Hop chat SH10: Thelenotoside B

Chét bot, mau trang;

CTPT: CssHggOzs;

KLPT: M = 1116;

S6 lieu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 16.
3.3.1.11. Hop chdt SH11: Deacetyl thelenotoside B (hop chdt phan ldp ldn dau tién
ter thién nhién)

Chét bot, mau trang;

CTPT: Cs3HgsO22;

KLPT: M =1074,

Sb ligu pho *H (500 MHz, pyridine-ds) va *C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 17.
3.3.1.12. Hop chdat SH12: Stichloroside B

Chét bot, mau trang;

CTPT: CesH110033;

KLPT: M = 1454,

Sb ligu pho *H (500 MHz, pyridine-ds) va *C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 18.
3.3.1.13. Hop chdt SH13: Stichloroside B

Chat bot, mau trang;

CTPT: CegH108032;

KLPT: M = 1436;

S6 ligu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 19.
3.3.1.14. Hop chdt SH14: Deacetylstichloroside B;

Chét bot, mau trang;

CTPT: CesH106031;
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KLPT: M = 1394,

S6 liéu phd ™H (500 MHz, pyridine-ds) va 13C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 20.
3.3.1.15. Hop chdt SH15: Stichloroside A;

Chat bot, mau trang;

CTPT: CegH110033;

KLPT: M = 1454,

S6 lieu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 21.
3.3.1.16. Hop chdt SH16: Deacetylstichloroside A;

Chét bot, mau trang;

CTPT: CesH108032;

KLPT: M = 1412;

S6 ligu pho H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 22.
3.3.1.17. Hop chat SH17: Deacetyltichloroside C1 (hop chdt phan ldp ldn dau tién
ter thién nhién)

Chat bot, mau trang;

CTPT: CesH108031;

KLPT: M = 1396;

S6 ligu phd *H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 23.
3.3.2. Théng soé vit Iy va cdc di ki¢n phé ciia cdc hop chit di phén Igp tiv lodi hdi
sam Holothuria edulis
3.3.2.1. Hop chat HE1: Holothurin As (hgp chdt mdi)

Chat bot, mau trang;

Goc quay cuc riéng: [a]3° -15 (¢ 0,1, MeOH);

CTPT: CssHgsNaO2sS;

KLPT: M = 1236;

Phd ESI-MS/MS: m/z 1213 [M - Na], 1181 [(M - Na) - Oz], 1163 [1181 -
H.0]", 1119 [1163 - O2] , 1005 [1181 - 7H120s] ", 843 [1181 - 7H120s - 6H100s] ", 825
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[1181 - 7H1205 - 6H100s - H20], 697 [1181 - 7H120s5 - 6H1005 - 6H1004]", 695
[carbohydrate chain - Na], 519 [(carbohydrate chain - Na) - 7H120s]", 357
[(carbohydrate chain - Na) - 7H120s - 6H100s]", 211 [(carbohydrate chain - Na) -
7H120s - 6H100s - 6H1004] 7, 97 [HSO4] "

Phé khéi lwong phan giai cao (HR-ESI-MS): m/z 1213,49521 [M - Na]" (tinh
toan ly thuyét cho ion [CssHgsO2S], M = 1213,49481);

S ligu pho *H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 24.
3.3.2.2. Hop chat HE2: Holothurin A;

Chét bot, mau trang;

CTPT: CesH108031;

KLPT: M = 1396;

S6 lieu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 25.
3.3.2.3. Hop chat HE3: Marmoroside C

Chat bot, mau trang;

CTPT: CssHs7NaO29S;

KLPT: M = 1278;

S6 ligu pho H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 26.
3.3.2.4. Hop chdt HE4: Moebioside A

Chat bot, mau trang;

CTPT: Ca3sHesNaO10S;

KLPT: M = 940;

Sb ligu pho *H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 27.
3.3.2.5. Hop chdt HES: Leucospilotaside A

Chét bot, mau trang;

CTPT: C41HesNaOssS;

KLPT: M = 898;

S6 liéu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 13C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 28.
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3.3.2.6. Hop chat HE6: Holothurin A

Chét bot, mau trang;

CTPT: CsoHgsNaO7S;

KLPT: M = 1280;

S ligu pho *H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 29.
3.3.2.7. Hop chat HE7: Holothurin B

Chét bot, mau trang;

CTPT: Cs1HesNa017S;

KLPT: M = 882;

S6 lieu phd H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):
xem Bang 30.
3.3.2.8. Hop chdt HES8: Leucospilotaside C

Chét bot, mau trang;

CTPT: CssHssNaO13S;

KLPT: M = 736;

S6 ligu pho H (500 MHz, pyridine-ds) va 3C NMR (125 MHz, pyridine-ds):

xem Bang 31.
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CHUONG 4. KET QUA VA THAO LUAN

4.1. Thao luin xac dinh cu tric héa hoc tir loai hai sim Stichopus horrens
4.1.1. Hop chit SHI: Stichorrenoside A (hgp chit mdi)

Stichorrenoside A (SH1): R! = OH, R? = H, A»

e oH Stichoposide B (SH6): R' = H, R? = OAc

Hinh 8. C4u trdc hda hoc ciia SH1 va chit tham khao SHS.

aon orxar

TOT akaan

GAO 719

Hinh 9. Phé HR-ESI-MS cua SHA1.

Hop chat SH1 duoc tinh ché & dang chét bot, mau trang. Trén phé khéi luong
phan giai cao HR-ESI-MS (Hinh 9) xuét hién peak ion gia phan tir tai m/z 787,42449
[M + Na]* (tinh toan ly thuyét cho ion [Cs1HssNaO13]*, 787,42392) cho phép xac dinh
cong thic phan tir ciia hop chat nay 1a CaiHe4013. Cac phd NMR ctia SH1 dic trung
cho mét hop chat triterpene diglycoside véi su xuat hién céc tin hiéu cua hai carbon
anome tai oc 105,6 (C-1') va 105,4 (C-1"), c6 tuong tac HSQC tuwong tng vai cac
proton anome tai Jn 4,85 (1H, H-1") va 5,41 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1"). Phan tich ph
13C NMR va phd HSQC cho thay tong s6 41 carbon, trong d6 30 carbon thudc phan
triterpene aglycone bao gdom tin hiéu cua hai lién két olefinic [onic 5,71 (1H, br s, H-
7)/120,0 (C-7), 146,8 (C-8) va 4,85 (1H, br s, H-26a)/4,79 (1H, br s, H-26b)/110,4
(C-26)], mot y-lactone carbonyl [dc 180,8 (C-18)], sau nhdm methyl [on 1,20 (3H, s,
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Hinh 10. Phd *H NMR cua SH1.

H-19)/6c 24,0 (C-19), 1,60 (3H, s, H-21)/21,0 (C-21), 1,71 (3H, s, H-27)/22,6 (C-27),
1,21 (3H, s, H-30)/17,4 (C-30), 1,33 (3H, s, H-31)/28,9 (C-31) va 1,16 (3H, s, H-
32)/30,9 (C-32)], hai nhém oxymethine [swic 3,37 (1H, dd, J = 3,0, 11,5 Hz, H-3)/89,5
(C-3) va 4,06 (1H, br d, J = 9,5 Hz, H-22)/73,2 (C-22)] va cac tin hiéu carbon khac
(Bang 7). Nhiing quan sét trén phd 1D NMR mét lan nira duoc xac nhan dya vao cac
tuong tac trén cac pho thuc nghiém 2D HMBC va 'H-'H COSY cho phép gan toan
bo sb lieu phd tH va 3C NMR cho ca hai gdc dudng ciia SH1 (Bang 7).

Phan tich cac s6 liéu NMR nay cho thay sy twong dong nhu cac s lisu NMR
cua hop chét stichoposide B cho phép xac dinh chudi duong 1a -D-glucopyranosyl-
(1—2)-p-D-xylopyranoside [120]. Vi tri lién két cua gbc duong glucose tai C-2' cia
duong xylose dugc ching minh bang twong tac HMBC cua on 5,41 (H-1") véi dc
82,3 (C-2'). Ngoai ra, cac sé liéu pho *H va 13C NMR phan aglycone cia SH1 ciing
tuong tu nhu cac sd lieu phd twong tng cua stichoposide B [120] ngoai trir sy sai
khac & cac tin hiéu lién quan dén phan mach nhanh. Phan mach nhanh cia SH1 c6
cac tin hiéu cua mot nhom oxymethine [onic 4,06 (1H, br d, J = 9,5 Hz, H-22)/73,2
(C-22)], hai nhom methylene [dc 31,1 (C-23) va 35,0 (C-24)/6n 1,92 (H-23a), 2,02
(H-23Db), 2,21 (H-24a) va 2,59 (H-24b), mdi tin hiéu 1H, m], mot lién két doi bi thé
hai vi tri nam & phan dau mach [dc 146,2 (C, C-25) va 110,4 (CH2, C-26)/dn 4,79 (H-
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Hinh 13. Phd HMBC cua SH1.

26a) va 4,85 (H-26b), mdi tin higu 1H, br s] va mot nhdm tert-methyl [drc 1,71 (3H,
s, H-27)/22,6 (C-27)]. Céc tuong tac HMBC cua H-21 véi C-17, C-20 va C-22; H-26
VGi C-24 va C-27 va H-27 véi C-24, C-25 va C-26 clng Voi cac tuong tac trén phd
'H-'H COSY cua H-22/H-23/H-24, chitng minh vi tri cia mot nhém oxymethine tai
C-22, lién két doi tai vi tri C-25/C-26 va nhom tert-methyl tai C-27. Céc twong tac
trén phé 2D COSY gitra H-1/H-2/H-3, H-5/H-6/H-7, H-9/H-11/H-12, H-15/H-16/H-
17 va H-22/H-23/H-24, cung véi cac tuong tac thudc phan diglycoside nhu H-1'/H-
2'/H-3'/H-4'/H-5' va H-1"/H-2"/H-3"/H-4"/H-5"/H-6" cho phép ghép c4c manh cau
trac cua SH1 (Hinh 14). Phan tich cac twong tac COSY va HMBC khac (Hinh 16)
cho phép khang dinh dwoc ciu tric phang caa SH1. Hoa lap thé phan khung triterpene
aglycone ciia SH1 duoc khang dinh bang phé ROESY. Tuong tac ROESY ctia H-5
v6i H-3 va Hs-31 chiang minh cho lap thé a thuong gip cua H-3. Proton H-17 ¢
tuong tac voi ca hai proton Hs-21 va Hz-32 chizng minh cho lap thé  cua H-17. Ngoai
ra, 1ap thé ciia H-9 ciing dugc xac dinh dua trén tin hiéu twong tac ROESY nhén duoc
gitta H-9 véi Hs-19 (Hinh 15-16). Tuy nhién, chwa thé xac dinh cau hinh cua 22-OH
bang phé NMR do su khéc biét vé chuyén dich hoa hoc cho cac tin hiéu twong tng
giita c4c chat twong tu Vi 1ap thé 22(R)- va 22(S)-hydroxyl khong that sy rd rang. T
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tat ca cac phan tich da néu, cau trdc hda hoc cua SH1 duoc chirng minh 13 34-O-[-
D-glucopyranosyl-(1—2)-f-D-xylopyranosyl]-22 &-hydroxyholost-7,25-diene.  Pay

la mot hop chat méi va duoc dit tén 1a stichorrenoside A.

.
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Hinh 14. Phd COSY cua SH1.
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Hinh 15. Phé ROESY cua SH1.
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Bang 7. Sé liéu phd NMR cua SH1 va hop chat tham khao.

Vi tri 3¢ [120] oche on>¢ dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone

1 36,4 36,3 147 m

2 27,1 27,2 1,98 m/2,19 m

3 89,3 89,5 3,37.dd (3,0, 11,5)

4 39,6 39,6 -

5 48,4 48,2 1,06 (7,5)

6 23,4 23,4 2,02 m

7 120,0 120,0 571brs

8 146,7 146,8 -

9 47,6 47,4 3,50 br d (13,5)

10 35,7 35,7 -

11 23,0 23,0 1,55m/1,81 m

12 30,6 30,7 2,02m/2,10 m

13 58,7 58,6 -

14 51,4 51,1 -

15 34,4 34,4 1,68 m/1,81 m

16 25,0 23,9 2,23 m/2,45m

17 54,5 54,0 2,58 dd (4,5, 10,5)

18 179,6 180,8 -

19 24,0 24,0 1,20 s 1,5,9,10
20 82,9 85,1 -

21 27,1 21,0 1,60 s 17, 20, 22
22 44,3 73,2 4,06 br d (9,5)

23 68,7 31,1 1,92 m/2,02 m

24 45,5 35,0 2,21 m/2,59 m

25 24,8 146,1 -

26 23,1 110,4 4,85 br s/4,79 br s

27 22,3 22,6 1,71s 24, 25, 26
30 17,4 17,4 1,21s 3,4,5,31
31 29,0 28,9 1,33s 3,4,5,30
32 30,9 30,9 1,16 s 8,13, 14,15
Xyl

1 105,5 105,6 4,85* 3

2' 82,9 82,3 4,26*

3 77,8 77,9 4,26*

4 70,8 70,7 4,20 m

5' 66,4 66,6 3,73dd (11,0, 10,5)

4,37 dd (5,0, 11,0)

Glc

1" 105,9 105,5 541d (7,5 2'

o 76,5 76,6 4,12 dd (7,5, 9,0)

3" 77,9 77,8 4,26*

4" 72,0 71,6 4,25*

5" 77,8 78,3 3,95 m

6" 63,0 62,6 4,40 dd (5,0, 12,0)

4,53 dd (2,5, 12,0)

3¢ cua stichoposide B [120], °do trong pyridine-ds, ©125 MHz, ®500 MHz. *Tin hiéu bj chong lap.
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Hinh 16. Tuong tac COSY (==), HMBC (/%) va ROESY (#") chinh cua SH1.
4.1.2. Hop chit SH2: Stichorrenoside B (hgp chit mdi)

Stichorrenoside B (SH2): R = NaSO;
Stichorrenoside A (SH1): R=H

Hinh 17. CAu tric héa hoc cia SH2 va hop chat tham khao SH1.
Hop chat SH2 duogc phan lap duéi dang chat bot, mau trang. Pho khéi luong
phan giai cao HR-ESI-MS xuét hién peak ion gia phan tir tai m/z 889,36328 [M +
Na]* (tinh toan ly thuyét cho ion [CaiHesNa2016S]*, 889,36268) cho phép xac dinh
CTPT cuia hop chat nay 1a CaiHssNaO16S. Phan tich cac phd NMR cua SH2 cho thay
day ciing 1a hop chét cd cau trdc dang khung holostane glycoside, véi cau tric phan
aglycone co ban 34,20S-dihydroxy-5a-lanostano-18,20-lactone mot dang cau triic

phd bién duoc biét dén tir cac loai hai sim. Nhu vay, cAu tric cia SH2 duoc dir doan



52

dang holostane disaccharide véi goc carbohydrate bi sulfate hda chi ¢ trén géc duong
thar nhat (xylose) hoic thir hai (glucose). S6 liéu phd H va 3C NMR cua SH2 véi

SH1 cho thiy su trong ddng, ngoai trir su thay ddi rat I6n do dich chuyén hda hoc &

cac tin hiéu cua gbc duong glucose. Céc tin hiéu cua C-4" cua SH2 bi dich chuyén
manh vé phia ving truong thap [dc 76,4 (C-4")/d0n 5,19 (H-4")], khi so sanh véi cac

tin

hiéu twong ung cua SH1 [dc 71,5 (C-4")/on 4,25 (H-4")], goi y cho su ¢ mat cua

mot nhém sulfate tai C-4". Nhan dinh nay duoc chirng minh bang quan sat trén phd
HR-ESI-MS véi peak ion gia phan tir phu hop ghi nhan tai m/z 889,36328 [M + Na]*
(tinh toan ly thuyét cho ion [Ca1HesNa2016S]*, 889,36268).
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Hinh 18. Phd HR-ESI-MS cua SH2.
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Hinh 20. Pho 3C NMR cua SH2.
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Hinh 21. Phd HSQC cua SH2.



‘T 0'tE §'€ v

1

0'z

'

o't

- o o |
- ° . =
: I
: e . 8 ] ‘E—
ik =
L ] 3 1"-?_
. k] s L] ® o L] ;‘?
- B - ‘:—
e s o B o~
] 0 e &8 x
8 = s s % * ] };-
+ - G me gl R
* o . ® £
- = .- 3 - :-;.~
. $ # o ——
. * 0O wtdd & ;
|
I T T T T T “
- - - - - — - - — — el
o x ~ o - - w N g (=] o @ ~ o 15 = w N 's
o o o o o o o o o o o o (=] o o (=3 o o
Hinh 22. Pho HMBC cua SH2.
| |
l | \
ppm ;::,. ‘- 4| ‘_ "" ll..{_.‘_“"“‘,“"‘ ._"‘_ 4‘:; :‘:f}__\\...:.,,..‘_-:;,.l,,._ i:._‘>*:
1.0 . ® p/ L
15- 0 'fM >
-e & ’ 'k
. & <
2.0 s -e @ x" ,,.:! * >
' bt g+ )
2.5 ¢ @wo -
3.0
a s o -
3.5- e .. o D T
[ ] o] -
[=d 0 -] Lo
4.0 -
0 ° o{ ® o =
L -
45- e g *o. |—
& - * -
5.0- (
g o T 0 -
L ©o | So—
554 - - R
@ , o o . | -
6.0

45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm
Hinh 23. Phd COSY cua SH2.



55

i

ppm 1A & MadMea &) A\ Ah A
1.0 & g 406" |»
- i d = - F| (A

1.5 ; 4 O ey o

’ <> ‘—.-
2.0 b =

O 5
v
25 i X 8- < &
3.0
[ 2 e S & -

3.5 0 o lP—i

. 0 LE o -

© . & -

4.0 9 = <

10 P g{? $ ® =
45 02 : 9 2 | -

& < = & :
5.0 -

BT o -

L ) o _—
5.5 o v v \ S - =l = - - —
(=3 S [

(

6.0 !

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm

Hinh 24. Phd ROESY cua SH2.

Hinh 25. C4c tuong tic COSY (=) va HMBC (/) chinh ciia SH2.

Ngoai ra, sy c6 mat cia mot nhom thé sulfate con dugc khang dinh bang sy
phu hop vé sé liéu phd 13C NMR ciia goc duong thir hai trong SH2 [dc 104,8 (C-1"),
76,2 (C-2"), 76,3 (C-3"), 76,4 (C-4"), 76,3 (C-5") va 61,8 (C-6")] vai cac sd liéu twong
ing cua gbc dudng (4-0-sulfo)-B-D-glucopyranose caa coscinasteroside C [121] [dc
105,4 (C-1), 75,3 (C-2), 77,8 (C-3), 76,8 (C-4), 76,4 (C-5) va 62,6 (C-6)] va
sulfatericalysine D [122] [dc 105,1 (C-1), 75,6 (C-2), 76,5 (C-3), 77,5 (C-4), 76,7 (C-
5) va 62,3 (C-6)]. Nhu vay, cau tric héa hoc cua SH2 duoc chitng minh 1a 34-O-[4-
O-sodiumsulfate-5-D-glucopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-22 &-hydroxy-holo
st-7,25-diene, mot hop chat méi va dugc dat tén 1a stichorrenoside B.
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Bang 8. Sé liu phd NMR cua SH2 va hop chat tham khao.

Vitri  2c [121] boc octd on°® dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone

1 36,3 36,1 1,45 m

2 27,2 26,9 1,97 m/2,16 m

3 89,5 89,3 3,33 dd (3,5, 12,0)

4 39,6 39,3 -

5 48,1 47,9 1,04 dd (7,5, 8,0)

6 23,4 23,1 2,01 m

7 120,0 119,8 5,72 brs

8 146,8 146,5 -

9 47 4 47,1 3,49 br d (14,0)

10 35,6 35,4 -

11 23,0 22,7 1,55 m/1,80 m

12 30,7 30,5 2,04 m/2,10 m

13 58,6 58,4 -

14 51,1 50,8 -

15 34,3 34,1 1,66 m/1,82 m

16 23,9 23,6 2,25 m/2,43 m

17 54,0 53,7 2,59 dd (4,5, 10,5)

18 180,8 180,6 -

19 24,0 23,8 1,19s 1,5,9,10
20 85,0 84,8 -

21 21,0 20,6 1,60s 17, 20, 22
22 73,2 73,0 4,02 brd (9,5)

23 31,1 30,8 1,92 m/2,00 m

24 35,0 34,7 2,20 m/2,58 m

25 146,1 145,9 -

26 110,3 110,1 4,79 br s/4,85 br s

27 22,6 22,4 1,71s 24, 25, 26
30 17,4 17,1 1,18s 3,4,5,31
31 28,9 28,6 1,30's 3,4,5,30
32 30,9 30,7 1,16 s 8,13, 14, 15
Xyl

1 105,6 105,2 4,82 d (7,0 3

2' 82,3 82,5 4,20*

3 77,9 77,5 4,26t (9,0)

4' 70,6 70,3 4,19*

5" 66,6 66,3 3,71 dd (10,0, 11,0)

4,34 dd (5,0, 11,0)
Sulfo-Glc

1" 105,4 105,4 104,8 5,31d (7,5) 2'

2" 76,6 75,3 76,2 4,13 dd (7,5, 9,0)

3" 77,7 77,8 76,3 4,44 1(9,0)

4" 71,5 76,8 76,4 5,19t (9,0)

5" 78,3 76,4 76,3 3,90 m

6" 62,5 62,6 61,8 451 m

3¢ cua SH1, ®c cia goc dwong (4-O-sulfo)-A-D-glucopyranose coscinasteroside C [121], °do trong
dung mdi pyridine-ds, “125 MHz va ®500 MHz. *Tin hiéu bj chong lap.
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4.1.3. Hop chit SH3: Stichorrenoside C (hgp chit mdi)

(RTINS |

Ll

b bty

Stichorrenoside C (SH3): R! = H, R> = OAc
Gle yp " Stichorrenoside A (SH1): R' = OH, R>=H

Hinh 26. CAu tric héa hoc cia SH3 va hop chat tham khao SH1.
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Hinh 27. Pho HR-ESI-MS cua SH3.
Hop chat SH3 duoc tinh ché dudi dang chat bot, mau trang. CTPT caa SH3

dugc xac dinh 1a CasHesO14 dua trén phan tich pho HR-ESI-MS ciia SH3 (Hinh 27)

Vi peak ion gia phan tar tai m/z 829,43509 [M + Na]* (tinh toan ly thuyét cho ion

[CasHesNaO14]*, 829,43448). Cac phd NMR ciia SH3 cho thiy day ciing 1a mot dan

Xuit cua holostane triterpene glycoside véi hai lién két olefinic (A7® va AZ@9)) mot

nhom carbonyl lactone (C-18), mot nhém hydroxy (C-3) lién két véi mot chudi

oligosaccharide bao gém hai gc duong (D-xylose va D-glucose). Hai lién két carbon
cua SH3 [oc 44,3 (C-24) va 22,1 (C-27)] cung vai hai tin hiéu olefinic [oc 141,4 (C-
25) va dc 114,1 (C-26)] da xac nhan su hién dién caa mot ndi doi tai C-25/C-26.

Ngoai ra, trén phé *H va 3C NMR cua SH3 cho thay xuat hién cong hudng dbi voi
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mot lién két doi khéc tai C-7/C-8 [dc 119,8 (C-7)/6w 5,61 (br s, H-7) va 146,4 (C-8)]
(Hinh 29). Quan st s6 liéu phd NMR ctua SH3 cho thay su twong ddng véi cac sb
liu cua SH1. Sy thay ddi 16n nhat lién quan dén cac tin hiéu cong huéng NMR &
phan mach nhanh véi sy xuat hién thém cac tin hiéu cia mot nhom thé acetate [dc
170,8 (C=0) va 21,1 (CHs)/dn 2,10 (3H, s)]. Két hop céc phd *H-'H COSY, HMQC
va NOESY (Hinh 31-33) cho phép gan tat ca sé liéu 'H va 13C NMR va thiét 1ap cu
hinh twrong ddi c&c trung tm bét d6i cua phan aglycone. Phan tich trén phd COSY
Xuat hién cac tin hiéu cua H-22/H-23/H-24 va cac tuong tac xa trén phd HMBC cua
Hs-21 (61 1,48) V6i C-17 (dc 53,9), C-20 (5c 83,2) va C-22 (5c 42,9) va Ha-27 (Jn
1,76) v6i C-24 (dc 44,3), C-25 (oc 141,5) va C-26 (dc 114,1), chixng minh rd rang cho
vi tri cia nhém thé acetate tai C-23 va lién két dbi tai vi tri C-25/C-26, twong ng.
Ngoai ra, cau tric ciia phan mach nhanh con duoc khang dinh thém bang su phd hop
hoan toan vé sb liéu phd 3C NMR cua SH3 véi cac sb liéu twong ung cua
synallactoside Ai-A,, B1-B, va C [123]. Nhu vay, cau tric hoa hoc cia SH3 1a 34-O-
[-D-glucopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxyholost-7,25-diene.

Day ciing 1a mot hop chat méi va duoc dit tén 1 stichorrenoside C.
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Hinh 30. Phé HSQC cua SH3.
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i OAc

OH
Hinh 34. Céc tuong tac COSY (=) va HMBC (/) chinh caa SH3.
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Bang 9. Sé liéu phd NMR cua SH3 va hop chat tham khao.

Vi tri 25¢ ocPe o1™9 dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,3 36,1 1,48 m
2 27,2 26,9 1,92 m/2,12 m
3 89,5 89,3 3,28 dd (4,0, 12,0)
4 39,6 39,4 -
5 48,2 47,8 0,95t (7,5)
6 23,4 23,1 1,92 m
7 120,0 119,8 5,61 brs
8 146,8 146,4 -
9 47,4 47,2 3,35 br d (14,5)
10 35,7 35,3 -
11 23,0 227 1,43 m/1,68 m
12 30,7 30,1 1,89 m
13 58,6 58,3 -
14 51,1 51,0 -
15 34,4 34,0 1,55 m/1,73 m
16 23,9 24,5 1,84 m/2,02 m
17 54,0 53,9 2,29 dd (4,0, 10,0)
18 180,8 180,0 -
19 24,0 23,8 1,10s 1,5,9, 10
20 85,1 83,2 -
21 21,0 26,7 1,48s 17, 20, 22
22 73,2 42,9 1,92 m/2,13 m
23 31,1 67,9 5,43 m
24 35,0 44,3 2,21dd (5,0, 14,0)
2,33dd (8,0, 14,0)
25 146,1 141,4 -
26 110,4 114,1 4,79 brs/4,81 br s
27 226 221 1,76's 24, 25, 26
30 17,4 171 1,12's 3, 4,5,31
31 28,9 28,6 1,22s 3,4,5,30
32 30,9 30,7 1,03s 8,13, 14, 15
C=0 170,8 -
CHjs 21,1 210's
Xyl
1 105,6 105,3 4,75d (7,5) 3
2' 82,3 81,8 4,18*
3 77.9 77,6 4,18*
4 70,7 70,4 4,10 m
5' 66,6 66,3 4,26 dd (4,5, 11,0)
3,65 dd (10,5, 11,0)
Glc
1" 105,5 105,0 5,31 d (8,0) 2'
2" 76,6 76,2 4,02 dd (8,0, 9,0)
3" 77.8 77,5 4,15t (9,0)
4" 71,6 71,3 4,131 (9,0)
5" 78,3 78,0 3,86 m
6" 62,6 62,3 4,28 dd (4,5, 12,0)

4,43 dd (2,0, 12,0)

35¢ cua SH1, °do trong dung moi pyridine-ds, °125 MHz va 9500 MHz. *Tin hiéu b; chong lap.
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4.1.4. Hop chit SH4: Stichorrenoside D (hop chit méi)

21
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O (o) : ; 26

Stichorrenoside D (SH4): R =X
Stichorrenoside C (SH3): R=Y

Hinh 35. CAu tric hda hoc cua SH4 va hop chat tham khao SH3.
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Hinh 36. Ph6 HR-ESI-MS ciia SH4.

Hop chat dang bot, mau trang sau khi SH4 duoc tinh ché. Trén phé khéi luong
phan giai cao HR-ESI-MS (Hinh 36) xuat hién peak ion gia phan tir tai m/z 799,42442
[M + Na]* (tinh toan Iy thuyét cho ion [Cs2HssNaO13]*, M = 799,42392) cling véi phd
13C NMR cho phép x4c dinh CTPT cua hop chat nay 1a Ca2HgO13. C4c hang so twong
tac 16n ((Jn-um-2 = 7,5 Hz) cua mdi proton anome chiing to cau hinh S caa cac goc
duong va & dang pyranose. Hon nira, thuc nghiém trén phé HMQC va H-H COSY
(Hinh 39-41) cho phép géan tuan ty hau hét cac tin hiéu cong huéng cho mdi goc
duong ciing nhu trong quan cua tat ca cac vi tri cong hudng cua proton vai carbon
tuong tng cua ching. Phan tich cac sb liéu phé 1D NMR cua SH4 cho thay do dich
chuyén héa hoc tuong ti nhu cac s liéu cua SH3, ngoai trir sy khac nhau rd rét & cac
tin hiéu lién quan dén gdc duong thir hai véi su mat di cac tin hidu cia mot nhém

oxymethylene & SH4. Biéu nay ciing duoc khang dinh bang phdé HR-ESI-MS véi su
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Hinh 37. Ph6 *H NMR ctia SH4.
Xuat hién ctia peak ion gia phan tir tai m/z 799,42442 [M + Na]* (tinh toan ly thuyét
cho ion [Ca2HesNaO13]*, 799,42392) tuong tng véi CTPT Ca2HeaO13 clia SHA.

Cac s6 lidu pho 13C NMR phan chudi duong ctia SH4 twong tu nhu cia 34-O-
[8-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxyholost-7-ene  [120] va
khac hoan toan so véi cac sb liu cua 3-O-[a-L-arabinopyranosyl-(1—2)-4-D-
xylopyranosyl]-34,6a,16p,24a-tetranydroxy-20(R),25-epoxycycloartane [124]
chting minh chudi duong ctia SH4 1a -D-xylopyranosyl-(1—2)-3-D-xylopyranoside.
Dé xac dinh trinh tu vi tri cac lién két cua cac goc duong duoc tién hanh phan tich
c4c twong tac trén phé thuc nghiém HMBC. Trudc tién la tuong tac giira on 4,76 (H-
1) véi dc 89,1 (C-3) chi ra rang gbc xyl1 lién két vai phan aglycone tai vi tri C-3,
tuong tac gitra ou 5,12 (H-1") proton anome cua gdoc xyl2 véi carbon C-2' (5¢c 83,2)
cua gdc xyll cho phép xac dinh vi tri lién két ciia géc xyl2 véi xyll tai C-2' (Hinh
42). Tir cac phan tich di néu két hop phan tich chi tiét cac tuong tac khac trén céac
phé HSQC, HMBC, *H-'H COSY va ROESY xac dinh ciu tric hda hoc cua SH4 1a
3p-O-[p-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxyholost-7,25-

diene, mot hop chat mai va duoc dat tén 1a stichorrenoside D.
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Hinh 38. Phd 3C NMR cua SH4.
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Hinh 39. Phé HSQC cua SHA4.
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Hinh 40. Phé HMBC cua SH4.
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Hinh 41. Pho COSY cua SH4.
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Hinh 42. Phd ROESY cua SH4.

Hinh 43. Cac twong tac COSY (=) va HMBC (/) chinh ciia SH4.
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Bang 10. Sé liéu pho NMR caa SH4 va hop chat tham khao.

Vi tri 3¢ [125] octd on°e dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,1 36,1 1,40 m
2 27,4 27,0 1,88 m/2,10 m
3 89,7 89,1 3,28 dd (3,5, 12,0)
4 39,8 39,4 -
5 48,3 47,9 0,98 dd (7,5, 10,0)
6 22,9 23,1 1,95 m
7 120,0 119,9 5,64 brs
8 146,5 146,4 -
9 47,6 47,2 3,36 br d (14,0)
10 35,8 35,4 -
11 23,0 22,7 1,44 m/1,70 m
12 30,5 30,1 1,87 m 18
13 58,6 58,3 -
14 51,4 51,0 -
15 34,4 34,0 1,55 m/1,74 m
16 24,9 24,6 1,83 m/2,02 m
17 54,4 53,9 2,29 dd (4,5, 10,5)
18 179,4 180,0 -
19 24,2 23,8 1,14s 1,5,9, 10
20 83,1 83,2 -
21 27,1 26,7 1,48s 17, 20, 22
22 442 429 1,92 m/2,14 m
23 68,2 67,9 545m
24 455 444 2,22 m/2,32 m
25 24,7 1415 -
26 22,3 1141 4,79 br s/4,81 br s 24,25, 27
27 23,2 22,2 1,76 s 24, 25, 26
30 17,2 16,8 1,08s 3,4,5,31
31 28,7 28,3 1,23s 3,4,5,30
32 31,1 30,7 1,05s 8,13, 14,15
OAc
C=0 170,5 170,7 -
CHjs 21,2 21,1 2,10s C=0
Xyl-1
1 107,1 105,3 4,76 d (7,5) 3
2' 84,4 83,2 4,03 dd (7,5, 9,0)
3 78,2 77,5 4,181t (9,0)
4 71,0 70,4 4,15m
5' 66,9 66,3 3,65 dd (10,5, 11,0)
4,28 dd (5,0, 11,0)
Xyl-2
1" 105,7 106,4 5,12d (7,5) 2'
2" 76,7 76,0 4,01 dd (7,5, 9,0)
3" 78,2 77,5 4,10t (9,0)
4" 71,2 70,6 4,17 m
5" 67,6 67,0 3,61 dd (10,5, 11,0)

4,30 dd (5,0, 11,0)

%c cua 3B-O-[B-D-xylopyranosyl-(1—2)-B-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxyholost-7-ene [125], “do
trong dung mdi pyridine-ds, “125 MHz va 500 MHz.
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4.1.5. Hop chit SHS5: Stichoposide A

Hinh 44. Cau tric hoa hoc cua SH5 va céac twong tic HMBC chinh.

Hop chat SH5 (Hinh 44) dugc lam sach duéi dang chat bot, mau tring. Phan
tich céc pho 1D NMR (Hinh S1-S2 trong phan Phu luc) chi ra SH5 ciing 1a mot dan
Xuat cua holostane triterpene glycoside vai mot lién két olefinic (C-7/C-8), mot nhém
carbonyl lactone (C-18), mot nhém hydroxy lién két vai mot chudi oligosaccharide
gom hai gdc duong (D-xylose va D-quinose). Do dich chuyén hda hoc trong khoang
dc ~ 178 - 180 ppm trén pho 3C NMR cua SH5 tai vi tri C-18 dic trung cho mot
nhom thé 18(20)-lactone holostane aglycone. Quan sat phd 1D NMR va phé HSQC
cua chudi duong trong SH5 xut hién hai cap tin hiéu proton anome phan chia doublet
[on 4,73 (1H, J =7,5 Hz, H-1") va 5,09 (1H, J = 7,5 Hz, H-1")], lién quan t&i ching
la tin hiéu cta hai carbon anome [dc 105,2 (C-1') va 105,5 (C-1")] cho thay sy hién
dién cua hai géc monosaccharide lién két véi nhau bang lién két s-glycosidic. Ngoai
ra, cau hinh D-glycosidic duoc xac dinh cho tat ca cac monosaccharide trong SH5
trén co so con dudng sinh tong hop va cac dan xuat triterpene glycoside twong tur
dugc cong bé tir cac loai hai sdm trude d6. Phan tich cac twong tac chinh trén cac phod
IH-1H COSY va HSQC cho thay hai gbc duong xylose va quinose trong chudi
carbohydrate cua SH5. Chi tiét cac vi tri cua céc lién két giira cac glycosidic dya trén
phan tich cac phd HSQC va HMBC (Hinh S3-S4 trong phan Phu luc). Cudi cuing, géc
duong dién hinh caa cac loai hai sam, chudi oligosaccharide cia SH5 dugc xac dinh

lien két xylose (2'—1") quinose.
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Bang 11. Sé liéu pho NMR cuaa SH5 va hop chit tham khao.

Vi tri 3¢ dcd on°® dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,0 1,41m
2 26,9 1,88 m/2,12 m
3 89,1 3,26 dd (3,5, 11,5)
4 39,3 -
5 47,8 0,97 dd (6,0, 9,0)
6 23,1 1,98 m
7 119,8 5,66 brs
8 146,4 -
9 47,1 3,36 br d (13,5)
10 35,3 -
11 22,7 1,45 m/1,68 m
12 30,0 1,88 m 18
13 58,3 -
14 51,0 -
15 33,9 1,56 m/1,75 m
16 24,5 1,84 m/2,05 m
17 53,9 2,33dd (4,5, 10,5)
18 180,1 -
19 23,8 1,155 1,59 10
20 83,2 -
21 26,6 1,48s 17, 20, 22
22 449 1,23 m/1,72 m
23 68,2 538m
24 43,7 1,82 m/2,12 m
25 24,3 1,50 m
26 21,9 0,89d (6,0) 24, 25, 27
27 22,9 0,84 d (6,0) 24, 25, 26
30 17,1 1,09s 3,4,531
31 28,5 1,24 s 3,4,5,30
32 30,7 1,05s 8,13, 14,15
OAc
C=0 1711 -
CHs 21,2 2,14 C=0
Xyl
1 105,5 105,2 4,73 d (7,5) 3
2' 83,6 83,2 4,01dd (7,5, 9,0)
3 77,8 77,4 4,17t(9,0)
4 70,8 70,3 4,13 m
5' 66,5 66,2 3,63*/4,28 dd (5,0, 11,5)
Qui
1" 106,0 105,5 5,09d (7,5) 2'
2" 76,7 76,5 3,98 dd (7,5, 9,0)
3" 77,8 77,1 4,071 (9,0
4" 76,9 76,2 3,65*
5" 73,4 73,0 3,68*
6" 18,4 18,2 1,56 d (6,0) 4" 5"

a5¢ cuia phan chudi dwong ciia 34-0-/f-D-quinovopyranosyl-(1—2)-8-D-xylopyranosyl]-23S-hydroxyho
lost-7-ene [120], °do trong dung mdi pyridine-ds, 9125 MHz va ®500 MHz. *Tin hiéu bi chong lap.
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Phan tich ph 1D va 2D NMR cua phan aglycone cia SH4 chi ra cac cong
huong cua 30 carbon véi tin hiéu dic trung cua lién két doi dién hinh tai C-7/C-8 [dc
119,8 (C-7) va 146,4 (C-8)]. CAc Vi tri nay dwoc xac nhan béi cac twong tic HMBC
gitra H2-6, H3-32 vai C-7 va C-8. Bén canh d6 co tuong tac HMBC dac trung gitra
tin hiéu cua nhom methyl Hz-21 va C-20, xac nhan vi tri C-20 (dc 83,2 ppm), trong
khi twong tac HMBC gitra Hz-12 (9w 1,88) va H-17 (d 2,33) véi tin hiéu tai éc 180,0
ppm X&c nhan sy c6 mit cia mot nhém carbony! lactone tai C-18 phan aglycone.

Cac sd lieu phdo NMR cua SH5 twong tu nhu cac s liéu cua SH3 ngoai trir
khdng con xuat hién cac tin hiéu caa mot lién két doi bi thé hai vi tri & dau mach (C-
25/C-26) cua phan aglycone va mot nhém oxymethylene (C-6") thugc goc duong, ma
thay vao d6 1a su xuét hién céc tin hiéu cong huong cia hai nhém sec-methyl (C-26
va C-6"). Lién quan dén s6 lieu NMR cua chudi duong véi cac sé lidu pho tuong ting
cua 3p-0O-[p-D-quinovopyranosyl-(1—2)--D-xylopyranosyl]-23S-hydroxyholost-7-
ene [120] két hop phan tich chi tiét cac twong tac trén phé HMBC cho phép xéac dinh
hop chat SH5 chinh 14 stichoposide A [120, 126].

4.1.6. Hop chit SH6: Stichoposide B

HO o) — COSY
0]
HO — > HMBC

OH

Hinh 45. Cau tric hoa hoc cua SH6 va cac twong tic COSY, HMBC chinh.
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Bang 12. Sé liéu pho NMR caa SH6 va hop chat tham khao.

Vi tri %¢ [120] ocPe onP9 dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,4 35,9 1,35m
2 27,1 26,8 1,90 m/2,06 m
3 89,3 89,3 3,26 dd (4,0, 12,0)
4 39,6 39,2 -
5 48,4 47,7 0,93 dd (6,0, 9,0)
6 23,4 22,9 1,90 m
7 120,0 119,7 5,61brs
8 146,7 146,3 -
9 47,6 47,0 3,31 brd (14,5)
10 35,7 35,2 -
11 23,0 22,6 1,41 m/1,65 m
12 30,6 29,9 1,88 m
13 58,7 58,2 -
14 51,4 50,9 -
15 34,4 33,9 1,53 m/1,74 m
16 25,0 24,4 1,82 m/2,04 m
17 54,5 53,9 2,33dd (4,0, 10,5)
18 179,6 180,1 -
19 24,0 23,7 1,08s 1,59 10
20 82,9 83,3 -
21 27,1 26,5 1,48s 17, 20, 22
22 44,3 43,6 1,80 m/2,09 m
23 68,7 68,3 536 m
24 45,5 44,9 1,22 m/1,49 m
25 24,8 24,2 1,48 s
26 23,1 21,8 0,88d (6,5) 24, 25, 27
27 22,3 22,8 0,84 d (6,5) 24, 25, 26
30 17,4 17,0 1,09s 3,4,5,31
31 29,0 28,5 1,19s 3,4,5,30
32 30,9 30,6 1,03s 8,13,14,15
C=0 170,6 171,2 -
CHs 21,3 21,2 2,16
Xyl
1 105,5 105,2 4,72d (7,5) 3
2' 82,9 81,3 4,16*
3 77,8 77,4 4,17*
4 70,8 70,1 4,09 m
5' 66,4 66,1 3,63 dd (10,0, 11,0)
4,26 dd (5,0, 11,0)
Glc
1" 105,9 104,6 5,29 d (7,5) 2'
2" 76,5 75,9 3,99 dd (7,5, 9,0)
3" 77,9 77,2 4,13t (9,0)
4" 72,0 71,1 4,051t (9,0)
5" 77,8 77,8 3,84 m
6" 63,0 62,2 4,22 dd (5,0, 12,0)

4,41 dd (2,5, 12,0)

*dc cuia stichoposide B [120], *do rrong dung moi pyridine-ds, °125 MHz va “500 MHz.*Tin hiéu b;
chong lap.
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Hop chat SH6 thu duoc dudi dang chéat bot, mau tring. Phan tich cac pho 1D
va 2D NMR cuaa SH6 (Hinh S5-S9 trong phan Phu luc) goi y day ciing 1a mot dan
Xuit triterpene diglycoside véi sy xuét hién tin hiéu caa hai anome [dcm 105,2 (C-
1/4,72 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1') va dcm 104,6 (C-1")/5,29 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1"].
Phén tich sdu hon vé ph6é 1D va 2D NMR cua SH6 cho phép xac dinh gbc
monosaccharide lién két trong ciu trdc 1a xylose va glucose. Ngoai ra, céc tin hiéu
ctia mdi don vi monosaccharide duoc suy ra tir mot hé spin doc 1ap trén pho tH-H
COSY (Hinh S9 trong phan Phu luc). Nhiing tin hiéu nay cho thay dic trung cua
chudi disaccharide lién két véi cau hinh g-glycosidic. Cac vi tri cua cac lién két caa
cac goc duong dua trén cac twong tac HMBC cua SH6 (Hinh 45). Cac phdé NMR
cling twong tu nhu cac pho cua SH3 ngoai trir su xuat hién cac tin hiéu cia mot nhém
methine va hai nhém sec-methyl thay cho mot lién két doi bi thé hai vi tri nam ¢ dau
mach nhanh va mgt nhom tert-methyl.

Xem xét cau tric hoa hoc caa SH3 cho phép du doan vi tri cia mot nhém
methine tai C-25 va hai nhém tert-methyl tai C-26/C-27. Nhan dinh nay dugc khang
dinh thém boi su pht hop vé sé liéu pho D NMR cua SH6 véi cac so lidu da cong
bd cua stichoposide B [120]. Phan tich chi tiét cac tuong tac trén phd 2D COSY va
HMBC cho phép xac dinh SH6 (Hinh 45) chinh la stichoposide B [120, 126].

4.1.7. Hop chit SH7: 3p-O-[p-D-xylopyranosyl-(1—2)-f-D-xylopyranosyl]-23S-
acetoxyholost-7-ene

Hop chat SH7 duoc tim thay dudi dang chat bot, mau trang. Phan tich cac pho
1D va 2D NMR (Hinh S10-S13 trong phan Phu luc) xuat hién céc tin hiéu cong huong
ctia 42 carbon. Trong d6 phan aglycone céc tin hiéu quan sat duoc bao gom bay nhém
methyl [onc 1,16 (3H, s, H-19)/23,9 (C-19), 1,48 (3H, s, H-21)/26,7 (C-21), 0,91
(3H, d, J = 6,5 Hz, H-26)/22,0 (C-26), 0,85 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-27)/23,0 (C-27),
1,10 (3H, s, H-30)/16,8 (C-30), 1,25 (3H, s, H-31)/28,4 (C-31) va 1,05 (3H, s, H-
32)/30,8 (C-32)], mot nhém carbonyl lactone [oc 179,9 (C-18)] va mot doublet-
doublet cia mot nhdm oxymethine [onic 3,30 (1H, J=4,0, 11,5 Hz, H-3)/89,1 (C-3)].
Nhitng goi y trén cho thay hop chat SH7 ¢6 ciu tric phan aglycone 1a mot holostane
triterpenoid, dang cau trac dién hinh trudc d6 duoc béo cdo trong cac loai hai sam.
Chi tiét gan cac tin hiéu NMR lién quan vai gc aglycone (Bang 13) dua trén cac phd
thuc nghiém COSY, HMQC va HMBC.
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9] —
HO K// HMBC
HO

Hinh 46. Cau trdc hoa hoc cua SH7 va cac tuwong tic HMBC chinh.

Phan tich cac dit liéu trén phd NMR cho thay hop chat SH7 (Hinh 46) c6 cau
trdc gan giéng vai stichorrenoside D (SH4). Biém khac nhau gitra hai hop chat nay
c6 lién quan dén phan mach nhéanh cua phan aglycone ciia mot cau trdc triterpene
diglycoside, trong d6 c6 su hydro hda & lién két doi (C-25/C-26) & SH7 [dwic 1,53
(1H, m, H-25/24,4 (C-25) va 0,91 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-26)/22,0 (C-26)] s0 v&i SH4
[Onic 4,79 (1H, br s, H-26a) va 4,81 (1H, br s, H-26b)/114,1 (C-26) va 141,5 (C-25).
Cac vi tri thay d6i ndy caa SH7 maot 1an nira dugc X4c nhén trén cac twong tac 2D
HMBC giia o 0,91 (1H, d, J = 6,5 Hz, H3-26) va 0,85 (1H, d, J = 6,5 Hz, Hs-27) Voi
dc 43,8 (C-24), 24,4 (C-25), 22,0 (C-26) va 23,0 (C-27) (Hinh S13 trong phan Phu
luc). So sanh sé liéu phd C NMR ctia SH7 véi céc s6 ligu da dugc cong b két hop
phan tich chi tiét cac tuong tac trén phd HMBC cho phép xac dinh hop chat nay chinh
la  3p-O-[p-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxyholost-7-ene
[120, 125]. Hop chat SH7 da duoc thu nhan dudi dang mot progenin tir qué trinh
phan cat stichoposide E [120, 125]. Tuy nhién, day 1a 1an dau tién hop chat nay duoc
phan lap tur thién nhién.
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Bang 13. Sé liéu pho NMR caa SH7 va hop chat tham khao.

Vi tri 3¢ [125] octd or°¢ dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,1 36,2 1,42m
2 27,4 27,1 1,90 m/2,14 m
3 89,7 89,1 3,30 dd (4,0, 11,5)
4 39,8 39,4 -
5 48,3 47,9 1,00 dd (6,5, 9,5)
6 22,9 23,2 1,98 m
7 120,0 119,9 5,64 d (3,5)
8 146,5 146,5 -
9 47,6 47,3 3,39 brd (14,0)
10 35,8 354 -
11 23,0 22,8 1,45m/1,70 m
12 30,5 30,1 1,88 m 18
13 58,6 58,4 -
14 51,4 51,1 -
15 344 34,1 1,58 m/1,75m
16 24,9 24,6 1,85 m/2,04 m
17 54,4 54,0 2,32.dd (4,0, 10,5) 18
18 179,4 179,9 -
19 24,2 23,9 1,16's 1,5,9,10
20 83,1 83,3 -
21 27,1 26,7 1,48s 17, 20, 22
22 44,2 45,1 1,24 m/1,53 m
23 68,2 68,2 539 m
24 43,5 43,8 1,84 m/2,12 m
25 24,7 24,4 1,53 m
26 22,3 22,0 0,91d (6,5) 24, 25, 27
27 23,2 23,0 0,85d (6,5) 24, 25, 26
30 17,2 16,8 1,10s 3,4,531
31 28,7 28,4 1,255 3,4,5,30
32 31,1 30,8 1,05s 8,13, 14,15
OAc
C=0 170,5 170,9 -
CHs 21,2 21,2 2,14 s C=0
Xyl-1
1 107,1 105,3 4,77d (7,5) 3
2' 84,4 83,2 4,04 dd (7,5, 9,0)
3 78,2 77,7 4,181 (9,0)
4 71,0 70,5 4,14 m
5 66,9 66,4 3,66 dd (10,5, 11,0)
4,29 dd (5,0, 11,0)
Xyl-2
1" 105,7 106,5 5,14 d (8,0) 2'
2" 76,7 76,1 4,02 dd (8,0, 9,0)
3" 78,2 77,7 4,111 (9,0
4" 71,2 70,7 4,17 m
5" 67,6 67,1 3,62 dd (10,5, 11,0)

4,32 dd (5,0, 11,0)

%c cua 3B-O-[B-D-xylopyranosyl-(1-—2)-B-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxyholost-7-ene [125], ‘do
trong dung mdi pyridine-ds, “125 MHz va 500 MHz.
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4.1.8. Hop chit SHS8: 3f-O-[p-D-xylopyranosyl-(1—2)-f-D-xylopyranosyl]-23S-
hydroxyholost-7-ene

HO Q r/ - COSY
HO

— HMBC
OH

Hinh 47. Cau trdc hoa hoc ciia SH8 va cac tuong taic COSY va HMBC chinh.

Hop chat SH8 (Hinh 47) ciing duoc tinh ché dudi dang chat bot, mau trang.
Phan tich cac phé 1D va 2D NMR (Hinh S14-S19 trong phan Phu luc) xuat hién cac
tin hiéu cong huang caa 41 carbon. Céc s6 liéu pho 1D NMR cia SH8 gan nhu tring
khép véi cac sé lieu NMR tuong ng cia SH7, ngoai trir ¢6 sy mat di c4c tin hiéu
cta mot nhom thé acetyl tai C-23 [dc 68,2 (C-23)/6H 5,39 (1H, m, H-23), dc 170,9
(OAC) va oc 21,2/0n 2,14 (3H, s, OAc)] thay vao do 1a mot nhom hydroxy [dc 65,2/0H
3,96 (1H, m)], diéu nay phu hop véi nhitng quan sat duoc trén phd 3C NMR khi chi
thay xuat hién cua 41 carbon. Nhiing goi y nay phl hop véi céc tin hiéu tuong g
quan sat duoc trén phd 2D HSQC (Bang 14). Hon nita, X4c nhan dy du su xut hién
ciia mot nhém hydroxy tai C-23 bai cac twong tac chinh trén phd 2D HMBC duoc
tom tat trong Hinh 47.

Sy twong quan s liéu pho 3C NMR ctiia SH8 véi cac s6 liéu phd NMR tuong
ung cua stichloroside F [75] va 3p-O-[p-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D-
xylopyranosyl]-23S-hydroxyholost-7-ene [120], két hop véi phan tich chi tiét cac
tuong tac trén phd 2D HMBC, COSY va ROESY ching minh SH8 chinh la 34-O-
[5-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-23S-hydroxyholost-7-ene [120].
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Bang 14. Sé liéu pho NMR cua SH8 va hop chat tham khao.

Vvitri  %c[75] Poc [120] octd on°® dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,3 36,2 1,42 m
2 27,2 27,1 1,89 m/2,12 m
3 89,1 89,1 3,30 dd (3,0, 11,5)
4 39,5 39,4 -
5 48,1 48,0 1,00t (7,5)
6 23,3 23,2 1,98 m
7 119,9 119,8 5,66 br s
8 146,9 146,6 -
9 47,5 47,3 3,45 br d (13,5)
10 36,6 35,4 -
11 23,0 22,8 1,47 m/1,73 m
12 30,5 30,3 1,92 m/2,01 m 18
13 58,6 58,6 -
14 51,4 51,2 -
15 34,3 34,2 1,62 m/1,76 m
16 25,2 25,0 1,85 m/2,04 m
17 53,7 53,5 2,44 dd (4,0, 10,0)
18 180,2 180,3 -
19 24.6 23,9 1,16 s 1,5,9,10
20 84,9 85,0 -
21 28,1 27,9 1,79 s 17, 20, 22
22 47,6 47,2 1,94 m/2,11 m
23 65,4 65,2 3,96 m
24 49,2 48,9 1,24 m/1,65 m
25 24,0 24,4 1,97 m
26 23,8 21,9 0,95d (6,5) 24, 25, 27
27 22,1 23,5 0,90 d (6,5) 24, 25, 26
30 17,6 16,8 1,10 s 3,4,5,31
31 28,9 28,4 1,26 s 3,4,5,30
32 31,0 30,8 1,08's 8,13, 14, 15
Xyl-1
1' 105,7 105,3 4,73d (7,5) 3
2! 84,0 83,4 4,04 dd (7,5, 9,0)
3 78,2 77,7 4,17 (9,0)
4 71,0 70,5 4,13 m
5' 66,9 66,4 3,65 dd (10,5, 11,0)
4,27 dd (5,0, 11,0)
Xyl-2
1" 107,1 106,5 5,14 d (7,5) 2'
2" 76,7 76,1 4,02 dd (7,5, 9,0)
3" 78,2 77,7 4,11t (9,0)
4" 71,2 70,7 4,15 m
5" 67,6 67,1 3,62 dd (10,5, 11,0)

4,30 dd (5,0, 11,0)

a5 cua phan aglycone cua stichloroside F [75], Pdc cia phan chudi duong cia 34-O-/B-D-xylopyranosyl-

(1-»2)-p-D-xylopyranosyl]-23S-hydroxyholost-7-ene [120], °do trong pyridine-ds, “125 MHz va ¢500 MHz.
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Hop chat SH8 d duogc thu nhan dudi dang mot progenin trong qua trinh phan
cit caa stichoposide E [120, 125]. Tuy nhién, day 1a lan dau tién SH8 duoc béo céo
tur thién nhién.

4.1.9. Hop chat SH9: Stichorrenoside E (hgp chdt mdi)

Hop chat SH9 thu duoc dudi dang chat bot, mau tring véi CTPT CssHssOzs
dugc xac dinh boi phé khéi phan giai cao HR-ESI-MS (Hinh 49) peak ion gia phan
tor tai m/z 1137,54571 [M + Na]* (tinh toan ly thuyét cho ion [CssHssNaO2s]",
1137,54525). Khéc biét véi cac hop chat tir SH1 dén SH8, cac phd 1D va 2D NMR
cuia SH9 dic trung cho mét triterpene tetraglycoside vai céc tin hiéu cua bbn carbon
anome [dc 105,2 (C-1'), 104,8 (C-1"), 104,3 (C-1") va 104,6 (C-1"")], c6 tuong tac
HSQC tuong tng véi bon proton anome twong tng [on 4,84 (H-1Y), 5,32 (H-1"), 5,07
(H-1") va 5,28 (H-1"")], méi tin hiéu 1H, d, J = 7,5 hoic 8,0 Hz. Nhiing tin hiéu thé

hién chudi tetrasaccharide va cau hinh lién két s-glycosidic.

Stichorrenoside E (SH9): R = Ac, A»
Deacetyl thelenotoside B: R =H

3

¥ Gle pHy "

MeGle OH " Xyl 11 OH

Hinh 48. Cau trdc hoa hoc cua SH9 va deacetyl thelenotoside B.

I3 4GAD0

J24.00020

7R TGAS0

L

200 200 600 00 1000 1200
Moss/Chargo

Hinh 49. Phd HR-ESI-MS cua SHO.
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Hinh 52. Phd HSQC cua SHO.
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Céc dir lieu trén cac phd 1D va 2D NMR cua SH9 chi ra rang holostane
triterpene tetraglycoside ciing 1a khung cau tric caa hop chat nay. Cac tin hiéu NMR
lien quan dén phan aglycone duoc phan tich dya trén cac phd thuc nghiém 2D HSQC,
HMBC, COSY va TOCSY (Hinh 53-56). Bén canh d6, nhitng dir liéu NMR quan sat
thay trén phan aglycone giéng véi cia stichoposide C [120], ngoai trir cac tin hiéu co
su thay ddi lién quan dén chudi tetraglycoside (Bang 15). Tuy nhién, khi kiém tra chi
tiét cac tin hiéu cong huong NMR cua chudi tetraglycoside trong SH9 mat lan nixa
xac nhan dugc cac tin hiéu cua chudi duong nay twong tuw nhu chudi duong cua
deacetyl thelenotoside B [120] di dwoc cong bd trude d6. Gan day cac nghién ciu
cling khang dinh rang phan Ion cac triterpene glycoside tir cac loai hai sam géc
monosaccharide dau tién 1a xylose lién két & C-3 (phan aglycone), quinovose la géc
monosaccharide thir hai va glucose (hoic xylose) nhu géc monosaccharide thir ba
trong chudi dudng chinh. Cac gbc monosaccharide bi methyl héa luén luén la gc
lien két dau cudi. Xem xét cac chudi oligosaccharide cua cac triterpene glycoside

dugc phan lap trude dé tir hai sam nay ¢6 mdi lién quan chit ch& véi nhau va co ciu
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Hinh 53. Pho HMBC ctia SHO.

tric lién két chung caa chudi oligosaccharide nhu 3-O-methyl-A-D-xylopyranosyl-
(1—3)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-4-D-quinovopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyrano-

syl. Mot s6 goi ¥ lién quan dén cau trlic caa chudi oligosaccharide ciing c6 thé c6 f-
D-xylopyranosyl-(1—2) bén phan phan nhanh lién quan dén monosaccharide thir hai.
Sy thay doi céc trinh ty lién két hoac thém céc monosaccharide cua chudi
oligosaccharide phan nhanh & monosaccharide thtr hai dan dén sy hinh thanh cac dan
xuat glycoside c6 cac chudi oligosaccharide khac nhau. Phan tich chi tiét cac twong
tac trén phd 2D HSQC, HMBC, *H-H COSY cling véi 1D va 2D TOCSY (Hinh 55-
56) cho phép gan chinh xéc toan bo s liéu phd H va 3C NMR cua tat ca bon goc
duong (Bang 15). Céc sb liéu pho nay twong tu nhu cac sd lidu tuong ¢ng cua deacetyl
thelenotoside B [120], cho phép xac dinh chudi bén gc duong cua SH9 14 3-O-
methyl-5-D-glucopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-(1—4)-4-D-glucopyranosy|-
(1—2)-B-D-xylopyranoside. Trong d6 trinh tu lién két cua cac gbc duong dugc ching
minh bang cac twong tac HMBC (Hinh 58) cua H-1"" (on 5,28) véi C-3" (dc 86,7),
H-1" (o1 5,07) vai C-4" (oc 80,3) va H-1" (dn 5,32) vai C-2' (dc 82,2). Ngoai ra, so

sanh cac s6 lieu pho *H va 3C NMR phan aglycone cua SH9 vaéi céc sé liéu phd
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tuong tng cua stichoposide C [120], két hop phan tich chi tiét cac twong tac trén phd
2D HMBC, COSY va ROESY cho phép chitng minh céu tric hoa hoc caa hop chat
nay la 3-O-[3-O-methyl-4-D-glucopyranosyl-(1—3)-4-D-xylopyranosyl-(1—4)-$-D-
glucopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxy- holost-7,25-diene. Pay la

mét hop chat mai va duoc dat tén 12 stichorrenoside E.

O
HO o HO
HO O HO /? 2
o HO
MeO on < 7 OH OH

Hinh 58. Cac tuong tac COSY (=) va HMBC (/') chinh cua SHO.
Bang 15. S6 liéu phd NMR ctia SH9 va hop chat tham khao.

Vitri  %c[120] Poc[120]  ocd on°e dang peak (J = Hz) HMBC

Aglycone

1 36,4 36,4 36,0 1,46 m

2 27,1 27,2 26,8 1,98 m/2,18 m

3 89,2 89,2 89,1 3,35dd (3,5, 11,5)

4 39,6 39,6 39,3 -

5 48,4 48,6 47,7 1,031t (8,0)

6 23,5 23,5 23,0 1,99 m

7 120,0 120,0 119,8 5,71 brs

8 146,8 146,9 146,3 -

9 47,3 47,6 47,1 3,43 br d (14,0)

10 35,7 35,8 35,3 -

11 23,0 23,1 22,6 1,53 m/1,76 m

12 30,6 31,0 30,0 1,97 m 18

13 58,7 58,8 58,3 -

14 51,4 51,5 50,9 -

15 34,5 34,5 33,9 1,64 m/1,84 m

16 24,8 25,3 24,4 1,94 m/2,12 m

17 54,5 54,1 53,9 2,40 m

18 179,7 180,0 180,0 -

19 24,0 24,0 23,7 1,21s 1,5,9,10

20 83,2 84,7 83,2 -

21 27,0 28,0 26,6 1,57s 17, 20, 22

22 43,3 47,6 42,9 2,01 m/2,22m

23 68,3 65,8 67,8 5,53 m

24 44,6 49,3 443 2,31dd (5,0, 12,0)/2,41 m

25 141,6 24,8 1414 -

26 114,3 23,8 1141 4,88 br /4,90 br s 24, 25, 27
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Vitri  %c[120] Poc[120] o on°® dang peak (J = Hz) HMBC
27 22,3 22,3 22,1 1,85s 24, 25, 26
30 17,4 17,1 17,1 1,16's 3,4,5,31
31 28,9 28,7 28,5 1,29 m 3,4,5,30
32 30,9 31,0 30,7 1,13s 8,13,14,15

OAc

Cc=0 170,1 170,8 -

Me 21,1 21,1 2,20's C=0

Xyl
1 105,4 105,2 4,84 d (7,5) 3
2' 83,5 82,2 4,21*

3 77,7 77,3 4,281 (9,0)
4 70,9 70,3 4,20%
5' 66,4 66,2 3,731 (11,0)
4,37 dd (5,0, 11,0)
Glc
1" 105,5 104,8 5,32.d (7,5) 1
2" 76,4 75,9 4,08 dd (7,5, 9,0)
3" 75,8 75,2 4,181 (9,0)
4" 80,9 80,3 4,26 1 (9,0)
5" 76,4 76,3 3,86 m
6" 61,6 60,8 4,45 dd (2,0, 12,0)
4,52 dd (3,0, 12,0)

Xyl 1l
1 104,7 104,3 5,07 d (8,0) 4"

2" 73,4 73,4 4,00 dd (8,0, 9,0)
3" 87,8 86,7 4,17*
4" 69,1 68,7 4,04 m
5" 66,5 66,0 3,64 t (11,0)/4,17*
OMe-Glc
" 105,1 104,6 5,28 d (8,0) 3"
2" 75,0 74,6 3,99*
3™ 87,8 87,3 3,76 1 (9,0)
4 70,9 70,4 4,01*
5 78,1 77,7 4,00*
6" 62,4 61,8 4,18 dd (3,0, 12,0)
4,50 br d (12,0)
3""-OMe 60,6 60,6 3,90s 3"

3¢ cua phan aglycone cua stichoposide C [120], ®dc cua deacetyl thelenotoside B [120], Sdo trong
dung méi pyridine-ds, “125 MHz va 500 MHz. *Tin hiéu b; chong lap.

4.1.10. Hop chit SH10: Thelenotoside B

Hop chat SH10 (Hinh 59) dwoc 1am sach duéi dang chat bot, mau tring. Phan
tich cac pho 1D va 2D NMR cuaa SH10 xuat hién tin hiéu thuoc chudi oligosaccharide
vé6i bbn proton anome [ow 4,85 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"), 5,33 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-
1"), 5,10 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-1") va 5,29 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"")], twong quan
Vv6i nhau dwa trén phé thuc nghiém HSQC vai cac carbon twong tng [dc 105,5 (C-
1, 105,3 (C-1"), 104,7 (C-1") va 105,0 (C-1"")]. Cac hing sé tuwong tac I6n (J = 7-8
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Hinh 59. Cau tric hoa hoc cua SH10 va cac tuong tic COSY, HMBC chinh.

Hz) cua mdi proton anome dugc xac dinh cau hinh g-glycodic. Ngoai ra, chudi
oligosaccharide dugc xac dinh 1a mot tetraglycoside boi thuc nghiém quan sat trén
pho COSY va HSQC cho phép xac dinh tuan tu twong quan cac tin hiéu twong tng
cua mdi géc duong. Bon gbc duong dang pyranose va cac vi tri lién két boi co sy
thay d6i do dich chuyén hoa hoa [C-2' (dc 82,7, xyl1), C-4" (5c 80,6, glc) va C-3" (dc
87,1, xyl2)]. Piéu nay dugc khang dinh thém dua vao cac tuong tic HMBC cho phép
xéc dinh chinh xac céc vi tri lién két cac gbe duong (Hinh S20-S25 trong phan Phu
luc). Nhitng quan sét va thuc nghiém NMR ciing cho thay chudi tetraglycoside cua
SH10 tuong dong nhu chudi dudng di duoc ching minh trong SH9 va dugc cong b
trude do6 tir deacetyl thelenotoside B (SH11) [120] (Bang 16). Phan aglycone phé
bién cua SH10 thudc khung holostane tir cac tin hiéu trong phd 3C NMR cua mot
nhom 18(20)-lactone [dc 180,3 (C-18) va 83,5 (C-20)] va chira lién két A® [oc 120,0
(C-7) va 146,7 (C-8)]. Bén canh d6, khi phan tich cac sé liéu phd *H va 3C NMR cua
SH10 cho thy d6 dich chuyén hda hoc twong tir nhu céac sé liéu cia SH9, ngoai trir
su xuat hién céc tin hiéu caa mot nhém methine [oric 1,62 (1H, m, H-25)/24,6 (C-
25)] va hai nhom sec-methyl [onic 0,94 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-26)/23,2 (C-26) va 0,99
(3H, d, J = 6,5 Hz, H-27)/22,2 (C-27)] thay cho mot lién két d6i bi thé hai vi tri nam



Bang 16. S6 liéu phd NMR cua SH10 va hop chét tham khao.

Vitri  %c[120] Poc[120]  occd on® dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,4 36,4 36,4 1,50 m
2 27,1 27,2 27,2 2,00 m/2,21 m
3 89,3 89,2 89,3 3,37.dd (3,5, 12,0)
4 39,6 39,6 39,6 -
5 48,4 48,6 48,1 1,05dd (7,5, 8,0)
6 23,4 23,5 23,4 2,02m
7 120,0 120,0 120,0 572m
8 146,7 146,9 146,7 -
9 47,6 47,6 47,5 3,46 br d (14,0)
10 35,7 35,8 35,6 -
11 23,0 23,1 22,9 1,72 m/1,97 m
12 30,6 31,0 30,3 1,98 m 18
13 58,7 58,8 58,6 -
14 51,4 51,5 51,3 -
15 34,4 34,5 34,3 1,67 m/1,85 m
16 25,0 25,3 24,8 1,85 m/2,15
17 54,5 54,1 54,2 2,42 dd (4,0, 10,0)
18 179,6 180,0 180,3 -
19 24,0 24,0 24,1 1,23s 1,59, 10
20 82,9 84,7 83,5 -
21 27,1 28,0 26,9 1,58s 17, 20, 22
22 44,3 47,6 44,0 1,93 m/2,22 m
23 68,7 65,8 68,5 548 m
24 45,5 49,3 45,3 1,34 m/1,62 m
25 24,8 24,8 24,6 1,62m
26 23,1 23,8 23,2 0,94 d (6,5) 24, 25, 27
27 22,3 22,3 22,2 0,99 d (6,5) 24, 25, 26
30 17,4 17,1 17,4 1,17s 3,4,5,31
31 29,0 28,7 28,8 1,30s 3,4,5,30
32 30,9 31,0 31,0 1,13s 8,13,14,15
C=0 170,6 171,3 -
Me 21,3 21,4 2,235 C=0
Xyl'|
1 105,4 105,5 4,85 d (8,0) 3
2' 83,5 82,7 4,23*
3 77,7 77,7 4,29t (9,0)
4 70,9 70,7 4,22*
5 66,4 66,5 3,75dd (10,0, 11,0)
4,38 dd (5,0, 11,0)
Glc
1" 105,5 105,3 5,33d (8,0) 1
2" 76,4 76,3 4,10 dd (8,0, 9,0)
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Vitri 3¢ [120] P6c[120]  o&c°d oH%® dang peak (J = Hz) HMBC
3" 75,8 75,5 4,20*
4" 80,9 80,6 4,311(9,0)
5" 76,4 76,6 3,87 m
6" 61,6 61,1 4,46 dd (2,0, 12,0)
4,56 dd (3,5, 12,0)
Xyl 1l
1" 104,7 104,7  5,10d (7,0 4"
2" 73,4 73,7 4,02*
3" 87,8 87,1 4,18*
4" 69,1 69,0 4,06*
5" 66,5 66,4 3,64 dd (10,5 11,0)
4,18*
OMe-Glc
1 105,1 1050  5,29d (8,0 3"
2" 75,0 74,9 4,00*
3™ 87,8 87,7 3,77t (9,0)
4 70,9 70,7 4,06*
5" 78,1 78,1 4,01*
6" 62,4 62,1 4,20*

4,52 dd (2,0, 12,0)
3"-OMe 60,6 609  390s 3"

3¢ cua phan aglycone cua stichoposide D [120], ®dc cuia deacetyl thelenotoside B [120], Sdo trong
dung mdi pyridine-ds, 125 MHz va 500 MHz. *Tin hiéu bi chong ldp.

& phan dau mach nhéanh [dc 141,4 (C, C-25), dnrc 4,88 (1H, br s, H-26a)/4,90 (1H, br
s, (H-26b)/114,1 (C-26)] va mot nhédm tert-methyl [onic 1,85 (3H, s, H-27)/22,1 (C-
27). So sanh s liéu phd véi cac sb liéu twong wng cua stichoposide D [120] va
deacetyl thelenotoside B [120], két hop phan tich chi tiét cac twong tac trén pho 2D
HMBC, COSY va ROESY chang minh SH10 chinh la thelenotoside B [127].

4.1.11. Hop chit SH11: Deacetyl thelenotoside B

Str dung cac phuong phap sac ky két hop, hop chat SH11 (Hinh 60) duoc tim
thay tir can CHCl cua loai hai sdm Stichopus horrens dang chat bot, mau trang. Phan
tich cac pho 1D va 2D NMR ciia SH11 cho thay day ciing 1a mot holostane triterpene
tetraglycoside. Phan tich dir liéu phd 3C NMR phan aglycone caa SH11 (Hinh S27)
cho thay su hién dién cia mét tin hiéu dic trung cho nhém 18(20)-lactone [dc 180,4
(C-18)]. Ngoai ra, do chuyén dich hoa hoc cua carbon tir C-1 dén C-32 twong ddi
tring khép véi céc tin hiéu twong ¢ng trén phd 3C NMR cua SH10, ngoai trir su mat
di céc tin hi¢u cia mot nhom acetyl [dc 171,3 (OAC) va dc 21,4/61 2,23 (3H, s, OAC)].
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Gle OH"
Hinh 60. C4u trac héa hoc cua SH11.

So sanh s6 liéu phd 13C NMR cuia SH11 vai cac s liéu da dugc cong bd (Bang
17) két hop phan tich chi tiét cac twong tac trén pho 2D HMBC, COSY va ROESY
(Hinh S26-S31 trong phan Phu luc) chizng minh SH11 chinh 14 deacetyl thelenotoside
B [120]. Hop chét nay da duoc thu nhan 1a mét progenin trong qué trinh phan cat
stichoposide D [120]. Tuy nhién, day 14 1an dau tién hop chat nay duoc phan tach tir
thién nhién.

Bang 17. S6 lieu phd NMR cua SH11 va hop chat tham khao.

Vi tri 3¢ [120] ocPe onP9 dang peak (J = Hz) HMBC

Aglycone

1 36,4 36,0 1,38 m

2 27,2 26,9 1,88 m/2,08 m

3 89,2 89,1 3,27 dd (3,5, 12,0)

4 39,6 39,3 -

5 48,6 47,8 0,95 m

6 23,5 23,1 1,91m

7 120,0 119,7 5,65 m

8 146,9 146,6 -

9 47,6 47,2 3,41 br d (13,0)

10 35,8 35,3 -

11 231 22,7 1,44 m/1,70 m

12 31,0 30,2 1,92 m/1,98 m 18

13 58,8 58,5 -

14 51,5 51,1 -

15 34,5 34,1 1,58 m/1,75 m

16 25,3 24,9 1,83 m/2,02 m

17 54,1 53,3 2,45 dd (4,0, 10,0)

18 180,0 180,4 -

19 24,0 23,8 1,13s 1,5,9, 10

20 84,7 85,0 -

21 28,0 27,8 1,78s 17, 20, 22

22 47,6 47,1 1,92 m/2,10 m

N
w

65,8 65,2 3,96 m



90

Vi tri %¢ [120] ocPe on°% dang peak (J = Hz) HMBC
24 49,3 48,8 1,22 m/1,64 m
25 24,8 24,3 1,96 m
26 23,8 21,9 0,93 d (6,5) 24, 25, 27
27 22,3 23,5 0,89 d (6,5) 24, 25, 26
30 171 17,1 1,07 s 3,4,5,31
31 28,7 28,6 1,21s 3,4,5,30
32 31,0 30,7 1,07 s 8,13, 14, 15
Xyl
1 105,4 105,2 4,75d (7,5) 3
2' 83,5 82,4 4,12*
3 77,7 77,4 4,181 (9,0)
4 70,9 70,4 4,10*
5' 66,4 66,2 3,64 dd (10,5, 11,0)
4,27 dd (5,0, 11,0)
Glc
1" 105,5 104,9 5,22 d (7,5) 1
2" 76,4 75,9 3,99*
3" 75,8 75,2 4,09*
4" 80,9 80,3 4,17t (9,0)
5" 76,4 76,3 3,76 m
6" 61,6 60,9 4,35 dd (2,0, 12,0)
4,45 dd (3,5, 12,0)
Xyl Il
1 104,7 104.4 4,99 d (7,5) 4"
2" 73,4 73,4 3,91*
3" 87,8 86,7 4,08*
4 69,1 68,7 3,95*
5" 66,5 66,1 3,55 dd (10,5, 11,0)
4,08*
OMe-Glc
1 105,1 104,7 5,19 d (7,5) 3"
2" 75,0 74,7 3,90*
3™ 87,8 87,3 3,66t (9,0)
4 70,9 70,4 3,93*
5" 78,1 77,8 3,91*
6" 62,4 61,8 4,09*/4,41 dd (2,0, 12,0)
3"-OMe 60,6 60,6 3,80s 3™

3¢ cua deacetyl thelenotoside B [120], °do trong dung mdi pyridine-ds, 125 MHz va 9500 MHz.
*Tin hiéu bi chang lap.

4.1.12. Hop chit SH12: Stichloroside B1

Céac phd NMR caa SH12 ciing dic trung cho mot hop chét triterpene saponin.
Tuy nhién, khac véi cac hop chat SH1-SH11, chudi dudng trong phan tir cia SH12
cd t6i sau gdc dudng duoc minh ching bang su xuat hién cac tin hiéu cua sau carbon
anome [6c 104,9 (C-1), 104,6 (C-1"), 104,3 (C-1"), 104,8 (C-1"), 102,3 (C-1"") va



91

o
HO o o o — COSY
HO o Ho O
e} HO — HMBC
MeO 7 OH OH

OH
Hinh 61. CAu tric hoa hoc cua SH12 va cac twong tic COSY, HMBC chinh.

104,6 (C-1""] c6 twong tac HSQC vdi sau proton anome twong tng [on 4,78 (H-1'),
5,29 (H-1"), 5,05 (H-1"), 5,30 (H-1""), 5,00 (H-1"") va 5,27 (H-1"""), mdi tin hiéu
1H, d, J = 7,0 hoic 8,0 Hz]. Quan sat cac phd 1D va 2D NMR ctua SH12 (Hinh S32-
S37 trong phan Phu lyc) cho thiy c6 su tuong dong nhu SH10 véi mot chudi
tetrasaccharide [methyl-glucopyranosyl-(1—3)-xylopyranosyl-(1—4)-glucopyrano-
-syl-(1—2)-xylopyranosyl]. Su khéc biét vé do chuyén dich héa hoc xuat hién tin
hiéu ciia goc xylose thir nhat tai C-4' (5 77,5/5 4,27) clng Véi sy Xuat hién thém hai
tin higu anome thr nam va thtr sau tuong tng [oc 102,3 (C-1"")/on 5,00 (1H, d, J =
8,0 Hz, H-1"") va dc 104,6 (C-1"")/dn 5,27 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"")]. Céc tin hiéu
cua hai monosaccharide dugc xac dinh la glucose va methyl-glucose dua phan tich
NMR ciia SH10 va cac cong b trude d6 [120]. Vi tri cua cac lién két glycosidic duoc
chang minh béi cac tuong tac trén phd HMBC giita ou 5,00 (H-1"", glc2) véi dc 77,5
(C-4', xyll) gitra on 5,27 (H-1"", methyl-glc) véi dc 86,7 (C-3"", glc2).

Sy twong dong vé sé liéu phd 1*C NMR cua SH11 vai cac s6 liéu da dugc cong
bd (Bang 18) két hop véi phan tich chi tiét cac twong tac nhan duoc trén phd 2D
HMBC, COSY va ROESY chirng minh SH11 chinh la stichloroside B1 [128]. Hop

chat nay con c6 tén goi khac la stichoposide D [120].
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Bang 18. S6 lidu phd NMR cua SH12 va hop chét tham khao.

Vi tri 3dc [120] oche 19 dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,4 36,0 1,42 m/1,47 m
2 27,1 26,8 1,96 m/2,12 m
3 89,3 89,0 3,30 dd (3,5, 12,0)
4 39,6 39,2 -
5 48,4 47,7 1,01 m
6 23,4 23,0 1,98 m 7,8
7 120,0 119,7 571brs
8 146,7 146,4 -
9 47,6 47,1 3,43 brd (13,5)
10 35,7 35,3 -
11 23,0 22,7 1,51 m/1,77 m
12 30,6 30,0 1,97 m 18
13 58,7 58,2 -
14 51,4 50,9 -
15 34,4 34,0 1,65m/1,84 m
16 25,0 24,5 1,93 m/2,14 m
17 54,5 53,9 2,43 dd (3,5, 10,0) 18
18 179,6 180,0 -
19 24,0 23,7 1,21s 1,5,9,10
20 82,9 83,2 -
21 27,1 26,6 1,58 17, 20, 22
22 44,3 43,7 1,91 m/2,20 m 23
23 68,7 68,3 547 m
24 45,5 449 1,32 m/1,60 m 23
25 24,8 24,2 1,60 m
26 23,1 21,9 0,98 d (6,0) 24, 25, 27
27 22,3 22,9 0,94 d (6,0) 24, 25, 26
30 17,4 171 1,14s 3,4,5,31
31 29,0 28,5 1,255 3,4,5,30
32 30,9 30,7 1,13s 8,13, 14,15
(6{0) 170,6 171,0 -
Me 21,3 21,2 2,24 s Cc=0
Xyl
1 105,3 104,9 4,78 d (7,0) 3,5
2' 82,8 81,6 4,19* i
3 75,6 75,1 4,15*
4 78,1 77,5 4,27*
5 64,0 63,6 3,70*/4,48*
Glc
1" 105,4 104,6 5,29 d (8,0) 2'
2" 76,3 75,7 4,02*
3" 75,6 75,3 4,27*
4" 80,9 80,3 4,22*
5" 76,3 76,2 3,83*
6" 62,4 60,9 4,48*
Xyl 1l
1 104,9 104,3 5,05d (8,0) 4"
2" 73,3 73,1 4,01*
3" 87,7 87,1 4,29
4" 69,1 68,7 4,03
5" 66,4 66,0 3,62 dd (6,0, 12,0)/4,17
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Vi tri 29¢ [120] oc* on"? dang peak (J = Hz) HMBC
MeGilc |
1 105,3 104,8 5,30 d (8,0) 3"
2" 75,0 74,6 3,97*
3™ 87,7 87,2 3,76t (9,0)
4 70,8 70,3 4,02*
5™ 78,1 77,7 3,96*
6" 62,4 61,8 4,18*/4,50*
3"-OMe 60,5 60,6 3,89's 3"
Glc I
" 102,9 102,3 5,00 d (8,0) 4
2" 73,0 73,4 4,01*
3" 88,1 86,7 4,16*
4 69,9 69,3 4,03*
5 78,1 77,7 4,01*
6" 62,4 61,7 4,18*/4,43*
MeGlc Il
1 105,4 104,6 5,27 d (8,0) 3"
2" 75,0 74,6 3,97*
3 87,7 87,2 3,76t (9,0)
4 70,8 70,4 4,02*
g 78,1 77,7 3,96*
6" 62,4 61,8 4,18*/4,50*
3""-OMe 60,5 60,6 3,88's 3"

a5¢ cua stichoposide D [120], °do trong pyridine-ds, ©125 MHz va 9500 MHz. *C4c tin hiéu bj chong lap.
4.1.13. Hop chdt SH13: Stichloroside B

23 25

“““ nH 6AC 2

xyl 11 OH " Gle1 OH'!

Hinh 62. CAu tric héa hoc cua SH13.

Str dung cac phuong phép sic ky két hop, hop chat SH13 (Hinh 62) duoc tinh
ché du6i dang chat bot, mau tring tir phan nudc cua loai hai sim S. horrens. Phan
tich cac sb lieu phd 1D va 2D NMR cua hop chat SH13 (Hinh S38-S43 trong phan
Phu luc) cho thay hop chat nay tuong tu trong céc s6 liéu pho caa hop chat SH12 véi
khung céu trac holostane triterpene oligoglycoside. Su twrong dong cao lién quan dén
chudi hexasaccharide véi phan nhanh & monosaccharide dau tién (D-xylosel) va chira

D-glucose, D-xylose2 va 3-O-metyl-D-glucose (¢ dau cubi), & vi tri thtr hai, tha ba va
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Bang 19. Sé liéu phd NMR cua SH13 va hop chét tham khao.

Vi tri 30c bdc [129] ocd on°® dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,0 36,4 36,3 1,47 m
2 26,8 27,3 27,1 1,97 m/2,12 m
3 89,0 88,9 89,4 3,31 dd (4,0, 12,0)
4 39,2 39,6 39,5 -
5 47,7 48,1 48,0 1,01t (7,5)
6 23,0 23,2 23,3 1,98 m 7,8
7 119,7 120,3 120,0 571brs
8 146,4 146,7 146,7 -
9 471 47,6 475 3,43 brd (14,5)
10 35,3 35,6 35,6 -
11 22,7 22,9 22,9 1,53 m/1,78 m
12 30,0 30,3 30,3 2,00m 18
13 58,3 58,6 58,6 -
14 50,9 51,3 51,3 -
15 34,0 34,7 34,3 1,64 m/1,84 m
16 24,5 24.8 24,7 1,93 m/2,13 m
17 53,9 54,3 54,2 2,40 m 18
18 180,0 179,9 180,4 -
19 23,7 24,2 24,0 1,20 s 1,59, 10
20 83,3 83,3 83,5 -
21 26,6 27,0 26,9 1,58 s 17, 20, 22
22 43,6 43,2 43,2 2,01 m/2,22 m 23
23 68,3 68,4 68,2 553 m
24 44,9 44,8 44,6 2,31 dd (5,5, 14,0) 23
242 m
25 24,2 141,8 141,7 -
26 21,9 114,4 1144 4,89 br s/4,91 br s 24, 25, 27
27 22,9 22,4 22,4 1,85s 24, 25, 26
30 17,1 17,9 17,4 1,14 s 3,4,5,31
31 28,5 29,3 28,8 1,25s 3,4,5,30
32 30,7 30,9 30,9 1,13s 8, 13, 14, 15
CcOo 171,0 170,6 171,2 2,20s
Me 21,2 21,7 21,4 - CO
Xyl |
1 104,9 105,8 105,2 4,78 d (7,5) 3,5
2' 81,6 83,7 81,8 4,20* 1
3 75,1 76,1 75,5 4,15*
4 77,5 78,0 77,8 4,28*
5 63,6 64,4 63,9 3,71*/4,48*
Glc |
1" 104,6 103,3 105,1 5,30d (7,5) 2'
2" 75,7 74,2 76,0 4,02*
3" 75,3 70,2 75,6 4,28*
4" 80,3 88,7 80,6 4,22*
5" 76,2 78,9 76,5 3,84 m
6" 60,8 62,7 61,2 4,48*
Xyl 11
1 104,3 105,5 104,6 5,05d (8,0) 4"
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Vi tri 30c bdc [129] Oc on°® dang peak (J = Hz) HMBC
2" 73,1 75,7 73,5 4,01*
3" 87,1 88,1 87,4 4,30*
4 68,7 77,2 69,0 4,02*
5" 66,0 67,1 66,3 3,64 dd (10,5, 11,5)
4,18*
MeGilc |
m 104,8 106,2 105,1 5,31d (8,0) 3"
2" 74,6 78,8 74,9 3,98*
3 87,2 88,7 87,5 3,76 1 (9,0)
4 70,3 71,8 70,6 4,02*
5" 77,7 75,5 78,0 4,02*
6 61,8 61,6 62,1 4,18*/4,50*
3""-OMe 60,6 61,3 60,9 3,90s 3"
Glc 1l
" 102,3 106,0 102,6 5,00d (8,0) 4
A 73,3 74,1 73,7 4,01*
3™ 86,7 88,7 86,9 4,18*
4m 69,3 71,1 69,6 4,01*
5™ 77,7 78,0 77,8 3,96*
6" 61,6 62,7 61,9 4,18*/4,44*
MeGlc I
i 104,6 106,3 104,9 5,28 d (8,0) 3™
2" 74,6 78,8 74,9 3,98*
3 87,2 88,7 87,5 3,761 (9,0)
4" 70,4 71,8 70,7 4,02*
5 77,7 75,5 78,0 4,02*
6" 61,7 61,6 62,1 4,18*/4,50*
3""-OMe 60,5 61,3 60,9 3,89 3

3¢ cua SH12, ®5¢ Cz%a sti(;hloroside Bz [129], °do trong dung mdi pyridine-ds, “125 MHz va 500
MHz.*Tin hi¢u bi chong lap.

duong thir tu, trong trng. Phan nhanh con lai dugc xac dinh la D-glucose va O-metyl-
D-glucose (dau cudi). Su khac biét 16n nhat caa hop chat SH13 so véi SH12 la sy
Xuat hién lién quan dén cac tin hiéu cong huong cua mot lién két doi bi thé hai vi tri
nam & phan dau mach A25@) (SH13) thay cho cac tin hiéu caa mot nhém methine va
mot nhém methyl trén cac phd cua hop chat SH12. Tuong tic HMBC gitta Hz-27 (n
1,85) va C-24 (5c 44,6), C-25 (5c 141,7) va C-26 (dc 114,4) ching minh vi tri cua
lien két ddi xuat hién thém tai C-25/C-26. Nhu vay, SH13 duoc xac dinh Ia
stichloroside B, [128]. Tuy nhién, khi so sanh sé liéu phd 3C NMR cua SH13 voi
cé4c so liéu twong ng cua stichloroside B, [129] thi thay c6 su khac biét qua Ion tai
c4c vi tri C-3", C-4" va C-2"" (Bang 19). Tai liéu nay cong bd gia tri pho 1°C NMR
cua stichloroside B> tai C-3" va C-2""" twong tng tai oc 70,2 va 78,8. Tuy nhién cling

chinh tai liéu nay lai cong bd sé liéu tai C-3" va C-2"" ciia mot hop chat cé cau tric
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tuong tu 12 astichoposide C tuong tng tai dc 76,6 va 75,2 [129], pht hop véi s6 liéu
cuia SH13. Nhu vay, khac biét nay co thé 1a do sai sot trong qué trinh nhap di liéu
phd vao bang.

4.1.14. Hop chit SH14: Deacetylstichloroside B

¥ Glel OH"

Hinh 63. Cau tric hoa hoc cia SH14.

Hop chat SH14 dugc tinh ché dudi dang chat bot, mau trang. Phan tich cac
pho 1D va 2D NMR cua SH14 cho thay sy hién dién ciia mot triterpene glycoside c6
chira mot nhém carbonyl xyclopentanone [dc 180,7 (C=0, C-18)] va mot lién két
olefinic [dc 119,7 (CH, C-7)/6k 5,69 (1H, br s, H-7) va 147,1 (C, C-8)]. Ph6 3C NMR
va HSQC cua SH14 cho thdy su xuat hién cua 66 nguyén tu carbon, trong d6 30
carbon dugc chi dinh cho phan triterpene aglycone, trong khi 36 carbon con lai thuoc
chudi oligosaccharide. Déi véi chudi oligosaccharide, trinh tu gbc duong va cac lién
két gitra cac goc duong duoc xac dinh bang phé thuc nghiém 2D NMR (HSQC,
HMBC, COSY va ROESY, Hinh S47-S49 trong phan Phu luc) va so sanh véi dix liéu
dugc cong bd trude do. Sy thay d6i do chuyén dich hda hoc dbi véi cac tin hiéu
proton/carbon duoc tom tat trong Bang 20. So sanh giita dir lieu NMR cia SH14 véi
SH12 cho thay c6 su tuong ddng 16n vé do dich chuyén hoa hoc cua céc vi tri trong
cau trac. Biém khac duy nhat lién quan dén tin hiéu cia mot nhom acetyl khéng con
xuat hién trong SH14. biéu nay cho phép du doan SH14 1a din xuat deacetyl cua
SH12. Tin hiéu cachon C-23 caa SH14 bj dich chuyén manh vé phia ving truong cao
tai dc 65,1 khi so sanh vai tin hiéu twong tng ctia SH12 tai dc 68,3 mot lan nira khang
dinh sy mat di nhom acetyl tai C-23 ciia SH14. Ngoai ra, khi xem xét sé liéu pho 13C
NMR cuia SH14 véi céc so liéu phd tuong (ng ctia SH11 va SH12 (Bang 20), két
hop phan tich chi tiét cac twong tac trén phé HMBC, COSY va ROESY chtng minh
SH14 chinh la deacetylstichloroside B1 [128].
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Bang 20. S6 liu phd NMR cua SH14 va hop chét tham khao.

Vi tri 8¢ bdc occd Jon®® dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,0 36,0 36,3 1,45m
2 26,8 26,9 27,1 1,94 m/2,12 m
3 89,0 89,1 89,2 3,30dd (3,5, 11,5)
4 39,2 39,3 39,5 -
5 47,7 47,8 48,1 1,0l m
6 23,0 23,1 23,3 1,98 m 7,8
7 119,7 119,7 119,7 5,69 brs
8 146,4 146,6 147,1 -
9 471 47,2 475 3,52 brd (13,5)
10 35,3 35,3 35,6 -
11 22,7 22,7 22,9 1,52 m/1,80 m
12 30,0 30,2 30,6 2,00 m/2,11 m 18
13 58,2 58,5 58,5 -
14 50,9 51,1 51,5 -
15 34,0 34,1 34,2 1,66 m/1,77 m
16 24,5 24,9 26,1 2,24 m
17 53,9 53,3 55,3 2,611t(7,5) 18
18 180,0 180,4 180,7 -
19 23,7 23,8 24,0 1,21s 1,5,9, 10
20 83,2 85,0 84,7 -
21 26,6 27,8 26,5 1,71s 17, 20, 22
22 43,7 471 46,2 1,98 m/2,18 m 23
23 68,3 65,2 65,1 4,18 m
24 449 48,8 48,5 1,40 m/1,70 m 23
25 24,2 24,3 24,7 2,02m
26 21,9 21,9 23,5 0,92 d (6,5) 24,25, 27
27 22,9 23,5 22,3 0,96 d (6,5) 24, 25, 26
30 17,1 17,1 17,4 1,13s 3,4,5,31
31 28,5 28,6 28,8 1,24s 3,4,5,30
32 30,7 30,7 31,0 1,11s 8,13, 14,15
Xyl |
1 104,9 105,2 4,78 d (7,5) 3,5
2' 81,6 82,2 4,16* 1
3 75,1 75,5 4,16*
4' 77,5 77,8 4,27*
5' 63,6 63,9 3,67*/4,45*
Glc |
1" 104,6 105,2 5,29d (7,5) 2'
2" 75,7 76,2 4,04*
3" 75,3 75,6 4,26*
4" 80,3 80,6 4,26*
5" 76,2 76,6 3,83*
6" 60,9 61,2 4,44*%/4 52*
Xyl 11
1 104,3 104,7 5,08d (7,5) 4"
2" 73,1 73,7 4,00*
3" 87,1 87,1 4,15*
4" 68,7 69,0 4,04*
5" 66,0 66,4 3,62/4,17
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Vi tri ¢ PSc octd on°e dang peak (J = Hz) HMBC
MeGilc |
1 104,8 105,3 5,31 d (8,0) 3"
2" 74,6 75,0 3,97*
3" 87,2 87,7 3,751 (9,0)
4™ 70,3 70,6 4,04*
5™ 77,7 78,1 3,99*
6" 61,8 62,1 4,20*/4,50*
3"'-OMe 60,6 60,9 3,88s 3"
Glcll
1 102,3 102,7 5,00 d (8,0) 4
2" 73,4 73,4 4,01*
3™ 86,7 87,6 4,28*
4" 69,3 69,6 4,04*
5 77,7 77,9 3,95*
6"" 61,7 62,0 4,20*%/4,43*
MeGlc Il
i 104,6 105,1 5,28 d (7,5) 3™
2" 74,6 75,0 3,97*
3™ 87,2 87,7 3,751 (9,0)
qm 70,4 70,6 4,04*
5 77,7 78,2 3,99*
6" 61,8 62,1 4,20*/4,50*
3""-OMe 60,6 60,8 3,89s 3"

a5¢ cua SH12, °&c cua SH11, Sdo trong pyridine-ds, 9125 MHz va ®500 MHz. *Tin hiéu bi chong ldp.
4.1.15. Hop chdt SHI5: Stichloroside A;

HO
HO
MeO

HO
HO
MeO
HO o
O HO /o~ Q
co e
OH OH OH

.
MeGle 11 OH'
HO

prt

HO
O O
; &JW 7
OH — o 5 -

- COSY
— HMBC

223 25

"H OAc 4

Hinh 64. CAu tric hoa hoc cua SH15 va cac twong tic COSY, HMBC chinh.
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Bang 21. S6 liu phd NMR cua SH15 va hop chét tham khao.

Vi tri 35¢c [120] ocPe on"? dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 35,7 36,0 1,45 m/1,48 m
2 26,8 26,9 1,93 m/2,12m
3 88,5 88,9 3,30 dd (3,5, 11,5)
4 - 39,2 -
5 47,3 47,8 1,04 dd (5,5, 10,0)
6 22,6 23,1 2,03m 7,8
7 119,2 119,8 5,72brs
8 146,2 146,4 -
9 46,8 47,2 3,45 br d (13,0)
10 35,0 35,3 -
11 22,2 22,7 1,52 m/1,78 m
12 29,7 30,0 1,97 m 18
13 57,8 58,3 -
14 50,8 51,0 -
15 33,8 34,0 1,65 m/1,83 m
16 24,5 24,5 1,93 m/2,13 m
17 53,5 54,0 2,42 dd (4,0, 10,0) 18
18 179,5 180,0 -
19 24,1 23,8 1,23s 1,5,9,10
20 83,1 83,2 -
21 26,6 26,6 1,57s 17, 20, 22
22 43,2 43,7 1,92 m/2,20 m 23
23 67,8 68,2 547 m
24 44,7 45,0 1,32 m/1,60 m 23
25 23,7 24,3 1,60 m
26 22,8 22,9 0,93d (6,0) 24, 25, 27
27 22,0 21,9 0,98 d (6,0) 24, 25, 26
30 17,0 16,8 1,11s 3,4,5,31
31 28,5 28,2 1,27 s 3,4,5,30
32 30,9 30,7 1,14s 8,13,14,15
OAc
c=0 170,3 170,9 -
Me 21,3 21,2 2,22s C=0
Xyl
1 103,7 104,8 4,77 d (7,5) 3,5
2' 81,5 82,8 4,02* 1
3 74,5 75,2 4,23*
4 76,5 77,5 4,30*
5' 62,9 63,7 3,69 dd (10,0, 11,0)/4,47*
Xyl 1l
1" 104,5 105,9 5,10d (7,5) 2'
2" 74,5 75,5 4,00*
3" 74,5 75,3 4,13*
4" 77,1 78,3 4,28*
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Vi tri 35¢c [120] ocPe on™? dang peak (J = Hz) HMBC
5" 63,4 64,4 3,61 dd (10,5, 11,0)/4,47*
Glc |
1" 100,9 102,7 4,98 d (8,0) 4"
2" 72,1 73,2 4,01*
3" 87,0 87,2 4,28*
4 68,6 69,3 4,01*
5" 76,5 77,8 3,95*
6" 60,9 61,8 4,19%/4,42%
MeGlc |
1 103,7 104,9 5,32 d (8,0) 3"
2 73,5 74,7 3,97*
3™ 85,9 87,3 3,75t (9,0)
4 69,4 70,3 4,02*
5 76,8 77,8 4,01*
6" 60,9 61,8 4,19*/4,50*
3""-OMe 59,8 60,5 3,885 3™
Glc Il
1 101,2 102,4 5,02 d (7,5) 4
2 72,1 73,2 4,01*
3 87,0 87,2 4,28*
4 68,6 69,3 4,01*
5 76,5 77,5 3,95*
6" 60,9 61,7 4,19%/4,42%
MeGilc II
1 103,7 104,9 5,31 d (8,0) 3
2m 73,5 74,7 3,97*
3 85,9 87,3 3,75t (9,0)
4 69,4 70,3 4,02*
g 76,8 77,8 4,01*
6" 60,9 61,8 4,19%/4,50*
3"""-OMe 59,8 60,5 3,88 3

3¢ Cula stichoposide E do trong DMSO-ds [120], *do trong dung moi pyridine-ds, °125 MHz va %500
MHz. *Tin hiéu bi chang ldp.

Hop chat SH15 ciing duoc phan lap dudi dang chat bot, mau trang. Cac sb lidu
phd NMR cua né cho thiy cd su twong ddng nhu cac sé liéu phd NMR twong tng
cua hop chat SH12. Trén phd 3C NMR va HSQC hién dién tong sb 68 carbon, trong
d6 con co su Xuat hién cac tin hiéu cua sau gdc dudng vai céc tin hiéu dic trung cua
06 cacbon/proton anome tai oc 104,8 (C-1")/on 4,77 (H-1", dc 105,9 (C-1")/6n 5,10
(H-1"), dc 102,7 (C-1")/dw 4,98 (H-1"), dc 104,9 (C-1"")/dn 5,32 (H-1"), dc 102,4
(C-1"")/6 5,02 (H-1"") VA dc 104,9 (C-1"")/6y 5,31 (H-1"") (Bang 21). Chi tiét
phan tich dir liéu 3C NMR cua SH15 va so sanh véi SH12 nhan thay hai hop chat
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nay c6 su khac nhau vé do dich chuyén héa hoc lién quan dén phan saccharide. Su
khac biét gitra chiing vé d6 dich chuyén héa hoc & ving tin hiéu nam trong goc dudng
the hai va thir ba caa chudi chinh: gbc duong tha hai cia SH15 1a mét xylose thay
cho mot don vi glucose trong SH12 va gc duong thir ba caa SH15 1a mot glucose
thay thay cho mét don vi xylose trong SH12. Vi tri lién két cua gbc duong thir hai tai
C-2' caa don vi duong tht nhat duge xac dinh bang tuong tac xa HMBC giira H-1"
(01 5,10) va C-2' (c 82,8) va vi tri lién két ctia don vi duong th ba tai C-4" ciia don
vi duong thir hai dugc chitng minh bang twong tic HMBC gitra H-1" (51 4,98) va C-
4" (5c 78,3). Ngoai ra, tham khao sé liéu phd 3C NMR cuaa SH15 véi cac s6 liéu da
dugc cong bd (Bang 21) két hop phan tich chi tiét tiét cac twong tac trén pho HMBC
va COSY (Hinh S53-S54 trong phan Phu luc) chang minh SH15 chinh Ia
stichloroside A1 [128], con c0 tén goi khac la stichoposide E [120] (Hinh 64).

4.1.16. Hop chit SH16: Deacetylstichloroside A1

HO
MeO

Hinh 65. Cau trlic héa hoc ctia SH16 va cac tuong tac COSY, HMBC chinh.
Hop chat SH16 ciing dugc phan lap dudi dang chat bot, mau trang. Phan tich
cac pho 1D va 2D NMR cua SH16 (Hinh S55-S60 trong phan Phu luc) cho thay xuat
hién 66 carbon, it hon hai carbon so véi SH15. Sy xuat hién cac tin hiéu cua séu gdc
duong van duoc xac nhan vai su c6 mat c4c tin hiéu dic trung cua sau cacbon/proton
anome tai oo 104,8 (C-11/4,76 (H-1'), 106,1 (C-1")/5,10 (H-1"), 102,8 (C-1")/4,99
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Bang 22. S6 liu phd NMR cua SH16 va hop chét tham khao.

Vi tri 35¢c [120] ocPe on™¢ dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 35,7 36,1 1,48 m
2 26,8 26,9 1,94 m/2,13 m
3 88,5 88,9 3,31dd (3,5, 11,5)
4 - 39,3 -
5 47,3 47,9 1,05m
6 22,6 23,1 2,05m 7,8
7 119,2 119,7 574 brs
8 146,2 146,6 -
9 46,8 47,3 3,52 br d (13,5)
10 35,0 35,4 -
11 22,2 22,8 1,55 m/1,80 m
12 29,7 30,3 2,02 m/2,10 m 18
13 57,8 58,5 -
14 50,8 51,1 -
15 33,8 34,1 1,70 m/1,85 m
16 24,5 25,0 1,94 m/2,13 m
17 53,5 53,4 2,55 dd (4,0, 10,0) 18
18 179,5 180,3 -
19 24,1 23,9 1,22s 1,509 10
20 83,1 85,0 -
21 26,6 27,9 1,87s 17, 20, 22
22 43,2 47,1 2,02 m/2,20 m 23
23 67,8 65,2 4,05
24 44,7 48,8 1,32 m/1,73 m 23
25 23,7 24,4 2,06 m
26 22,8 23,5 0,98 d (6,5) 24, 25, 27
27 22,0 21,9 1,02 d (6,5) 24, 25, 26
30 17,0 16,8 1,12s 3,4,5,31
31 28,5 28,3 1,28s 3,4,5,30
32 30,9 30,8 1,17s 8,13,14,15
Xyl |
1 103,7 104,8 4,76 d (7,5) 3,5
2' 81,5 82,9 4,02* 1
3 74,5 75,3 4,24*
4 76,5 77,4 4,30*
5' 62,9 63,7 3,68 dd (9,5, 11,5)/4,46*
Xyl 1l
1" 104,5 106,1 5,10d (7,5) 2'
2" 74,5 75,5 4,02*
3" 74,5 75,4 4,14*
4" 77,1 78,3 4,28*
5" 63,4 64,4 3,62 dd (11,0, 11,5)/4,46*

®
o
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Vi tri 35¢c [120] ocPe on”? dang peak (J = Hz) HMBC
1" 100,9 102,8 4,99 d (8,0) 4"
2" 72,1 73,2 4,02*
3" 87,0 87,3 4,26*
4 68,6 69,4 4,02*
5" 76,5 77,6 3,95*
6" 60,9 61,8 4,18/4,43
MeGilc I
1 103,7 105,0 5,31d (8,0) 3"
2" 73,5 74,7 3,97*
3" 85,9 87,4 3,74t (9,0)
4 69,4 70,3 4,04*
5" 76,8 77,9 4,00*
6" 60,9 61,8 4,20*/4,50*
3"-OMe 59,8 60,6 3,88s 3™
Glc Il
1 101,2 102,4 5,01d (7,5) 4
2" 72,1 73,2 4,02*
3 87,0 87,3 4,26*
4 68,6 69,4 4,02*
B 76,5 77,6 3,95*
6" 60,9 61,8 4,18*/4,43*
MeGlc Il
e 103,7 105,0 5,30 d (8,0) 3
2 73,5 74,7 3,97*
3 85,9 87,4 3,74t (9,0)
4 69,4 70,3 4,04*
g 76,8 77,9 4,00*
6" 60,9 61,8 4,20%/4,50*
3""-OMe 59,8 60,6 3,88s 3

39¢ Cua stichoposide E do trong dung mdi DMSO-ds [120], °do trong dung mdi pyridine-ds, 125
MHz va 9500 MHz. *Tin hiéu bj chong lap.

(H-1"), 105,0 (C-1")/5,31 (H-1"), 102,4 (C-1"")/5,01 (H-1"") va 1050 (C-
1""/5,30 (H-1""). Mit khac, su khdng xuat hién ciia mot nhom acetyl trén cac phd
NMR cua SH16 da giai thich duoc tai sao sé carbon it hon cua SH15. Tuong tu hop
chat SH14, tin hiéu cacbon C-23 cua SH16 bi dich chuyén manh vé phia ving truong
cao tai dc 65,2 khi so séanh véi tin hiéu tuong tng caa SH15 tai dc 68,2 mot 1an nira
khang dinh sy mat di nhom acetyl tai C-23 caa SH16. So sanh sé liéu ph6 1°C NMR
cua SH16 véi céc so liéu di duoc cong bd cua stichoposide E [120], két hop phan
tich chi tiét cac tuong tac trén phd 2D HMBC, COSY va ROESY (Hinh S59-S60
trong phan Phu luc) cho phép xac dinh hop chat nay chinh I deacetyltichloroside A;
[128]. P4y 1a lan dau tién hop chit nay dugc phan tach tir thién nhién.
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4.1.17. Hop chit SH17: Deacetyltichloroside Cy

HO
MeO <= oH on — HMBC

Hinh 66. Cau tric hoa hoc cua SH17 va cac tuong tic COSY, HMBC chinh.

Hop chat SH17 (Hinh 66) duoc tim thay dudi dang bot, mau trang. Cac pho
NMR ciia SH17 ciing dic trung cho mot hop chét triterpene saponin. Trén pho H
NMR cua SH17 xuét hién sau tin hiéu proton anome [on 4,76 (H-1"), 5,13 (H-1"),
4,87 (H-1"), 5,33 (H-1"), 5,01 (H-1"") va 5,30 (H-1""", méi tin hiéu 1H, d, J = 7,5
hoac 8,0 Hz], c6 twong tac HSQC vai cac carbon anome twong tng [dc 105,2 (C-1Y),
105,3 (C-1"), 104,9 (C-1"), 105,0 (C-1"), 102,6 (C-1"") va 105,2 (C-1""")], chiing
minh cho sy ¢6 mit cua sdu goc dudng (Bang 23). Khdng giéng nhu & cac hop chat
SH12-SH16, sy xuat hién tin hiéu caa mot nhém methyl [oc 16,08 (C-6)/dn 1,72
(3H, d, J = 6,5 Hz, H-6)] chirng minh su ¢6 mat caa mot gde dudng quinovose hoic
fucose trong phan tir cia SH17. Tin hiéu proton H-4" cua goc dudng nay xuét hién
tai on 3,63 (1H, t, J = 9,0 Hz) ching minh day 1a mot quinovose (Hinh S61-S63 trong
phan Phu lyc). Vi tri lién két caa goc duong quinovose tai C-2' cua duong xylose thir
nhat dugc xac dinh bang twong tac xa HMBC gitta H-1" (dn 5,13) va C-2' (dc 83,1)
va vi tri lién két cua don vi duong xylose thi hai tai C-4" ciia dudng quinovose duoc
chang minh bang tuong tic HMBC giira H-1" (du 4,87) va C-4" (dc 86,0). So sanh
s6 lieu pho 13C NMR cua SH17 véi céc sd liéu tuong tng cua stichloroside F [75] va

astichoposide C [120] (Bang 23), két hop phan tich chi tiét cac twong tac trén phd 2D
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HMBC, COSY va ROESY (Hinh S64-S66 trong phan Phu luc) chitng minh hop chat
SH17 la deacetyltichloroside C; [128]. Pay 1a lan dau tién hop chat nay dugc phan
tach tur thién nhién.

Bang 23. S6 liéu phd NMR cua SH17 va hop chét tham khao.

Vi tri ¢ [75]  Poc [120] dce on°* dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone

1 36,3 36,3 1,48 m

2 27,2 27,2 1,95 m/2,14 m

3 89,1 89,3 3,31dd (3,5, 11,0)

4 39,5 39,6 -

5 48,1 48,1 1,07t (8,0)

6 23,3 23,4 2,08 m 7,8

7 119,9 119,9 5,77 brs

8 146,9 146,9 -

9 47,5 47,5 3,53 br d (14,5)

10 36,6 35,6 -

11 23,0 23,0 1,55 m/1,82 m

12 30,5 30,5 2,03m/2,10 m 18

13 58,6 58,8 -

14 51,4 51,4 -

15 34,3 34,4 1,70 m/1,86 m

16 25,2 25,2 1,93 m/2,14 m

17 53,7 53,7 2,55 dd (4,0, 10,0) 18

18 180,2 180,6 -

19 24,6 24,1 1,26s 1,5,9, 10
20 84,9 85,3 -

21 28,1 28,1 1,87s 17, 20, 22
22 47,6 47,3 2,02 m/2,20 m 23

23 65,4 65,4 4,05m

24 49,2 49,1 1,33 m/1,74 m 23

25 24,0 24.6 2,05m

26 23,8 23,8 0,98 d (7,0) 24, 25, 27
27 22,1 22,2 1,02 d (6,5) 24, 25, 26
30 17,6 17,4 1,16s 3,4,5,31
31 28,9 28,8 1,31s 3,4,5,30
32 31,0 31,0 1,17 s 8,13, 14,15

Xyl

1 105,3 105,2 4,76 d (7,5) 3,5

2' 83,1 83,1 4,05* 1

3 75,4 75,6 4,25*

4 78,1 77,7 4,31*

5' 64,0 63,9 3,69*/4,46*
Qui

1" 105,4 105,3 5,13 d (8,0) 2'

2" 76,4 76,2 4,00%

3" 75,5 75,2 4,06*

4" 85,8 86,0 3,631(9,0)

5" 71,7 71,7 3,75*
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Vi tri 3¢ [75]  Poc[120] octd on°® dang peak (J = Hz) HMBC
6" 18,0 18,1 1,72.d (6,5) 4" 5"
Xyl 1l
1" 105,4 104,9 4,87 d (7,5) 4"
2" 72,9 73,6 4,00*
3" 87,7 86,9 4,22%
4" 69,0 69,0 4,04*
5™ 66,4 66,4 3,67*/4,20*
MeGlc |
" 105,3 105,0 5,33 d (7,5) 3"
2" 74,9 74,9 3,97*
3™ 87,7 87,6 3,75*
4 70,8 70,6 4,03*
5 78,1 78,1 4,01*
6" 62,4 62,1 4,18*%/4,50*
3""-OMe 60,4 60,8 3,895 3"
Glc
1 102,8 102,6 5,01 d (8,0) 4'
2 73,2 73,4 4,01*
3" 88,1 87,5 4,27*
4 69,9 69,6 4,04*
5 78,1 77,9 3,95*
6" 62,4 62,0 4,18%/4,43*
MeGlc I
1 105,4 105,2 5,30 d (8,0) 3"
2" 74,9 74,9 3,97*
3 87,7 87,7 3,75*
4 70,8 70,7 4,03*
g 78,1 78,1 4,01*
6" 62,4 62,1 4,18%/4,50*
3"".OMe 60,4 60,9 3,895 3

35¢ cua phan aglycone cua stichloroside F [75], ®dc cua phan chudi duwong cua astichoposide C
[120], ¢do trong dung mdi pyridine-ds, 9125 MHz va ®500 MHz.*Tin hiéu b; chong lap.

Cac hop chit phan lap duogc tir loai hai sam Stichopus horrens thudc khung
cau truc holostane triterpene glycoside (Hinh 67) 1a nhém chat dic trung duoc biét
dén tir céc loai hai sAm. Tat ca cac hop chit dugc xac dinh ciu trac déu c6 nhom
18(20)-lactone va lién két A”® trong phan aglycone. Chudi dudng cua ching ¢ tir
hai dén sau monosaccharide bao gém D-xylose, D-glucose, D-quinovose va methyl-
glucose. Két qua phan 1ap va xac dinh cau trdc cac hop chat méi nay cung cap thdng
tin lién quan dén su da dang cua su chuyén doi sinh hda bén mach nhanh va trong
chudi glycoside tir cac loai hai sam thudc gidng Stichopus. Ngoai ra, cac két qua cho

thay c6 su twong dong cao vai cac nghién ciru cong bd trude day.
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Gle Thy B

1 N
MeGle T o ™ S2

Stichorrenoside A (SH1): R! = OH, R =H,, R*=CH,, R*=R>=H
Stichorrenoside B (SH2): R!=0H, R?>= H,, R3= CH,, R* = NaSO;, R’=H
Stichorrenoside C (SH3): R' = H, R? = OAc, R*=CH,, R*=R’=H
Stichorrenoside E (SH9): R! = H, R?> = OAc, R* = CH,, R*=S1,R°=H
Thelenotoside B (SH10): R! = H, R> = OAc, R* = CH;, R*=S1,R°=H
Deacetyl thelenotoside B (SH11): R!'=H,R>=0H,R*= CH;, R*=S1,R°>=H
Stichloroside B (SH12): R' = H, R? = OAc, R* = CH;, R*=S1,R>=S2
Stichloroside B, (SH13): R' = H, R> = OAc, R? = CH,, R*=S1,R>=S2
Deacetylstichloroside B; (SH14): R! = H, R? = OH, R®* = CH,, R*=SI, R’ = S2

b
Xyl 11 OH

M;Glcl OH
Stichorrenoside D (SH4): R' = OAc, R? = CH,, R3 =Xyl R*=
Stichoposide A (SH5): R! = OAc, R? = CH;, R? = Qui, R4—H

Stichoposide B (SH6): R! = OAc, R> = CH;, R® = Glc, R*=H

3 -O-[ f-D-xylopyranosyl-(1-2)-5-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxyholost-7-ene
(SH7): R! = 0OAc, R? = CH;, R* = Xyl, R*=H

3 -O-[ f-D-xylopyranosyl-(1-2)-3-D-xylopyranosyl]-23S-hydroxyholost-7-ene
(SH8): R! =OH, R? = CH;, R?=Xyl,R*=H

Stichloroside A, (SH15): R' = OAc, R? = CH5, R* =83, R*=S2
Deacetylstichloroside A; (SH16): R!'=OH,R?>= CH;, R3*=83,R*=82
Deacetylstichloroside C; (SH17): R! = OH, R? = CH;, R®* =S4, R*=S2

Hinh 67. CAu tric héa hoc cac hop chat phan Iap tir loai Stichopus horrens (Cac hop
chat méi: SH1- SH4 va SH9. Cac hep chat phan ldp lan ddu tién tir thién nhién:
SH7, SH8, SH11 va SH17).
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4.2. Thao luin x4c dinh cu tric héa hoc tir loai hai sim Holothuria edulis

4.2.1. Hop chit HEI: Holothurin As (hop chit mdi)

PUBRES

e ————

n

Na0;S0 20
a s 2 H
3 HO 3 , O
p Sulfo-Xyl ! 30 31
O
0]

H3C
s Holothurin A5 (HE1): R = OOH, A?
Holothurin A, (HE2): R=H

¥ Qui pH

Hinh 68. C4u tric héa hoc cua HEL.

tens. ) NS, 4 3min £248

606.2436

ML

3130101
1-
12134952

4550129
l 537.0157 l
701.0218
0o mll...l..ln].. .L..u.:.l....lull ™ abdabbang o sy . W R

T T T T T T
40 500 600 00 800 90 1000 1100 1200 1300 mz

Hinh 69. Ph6 HR-ESI-MS cua HEL.

Hop chat HE1 duoc tinh ché dudi dang chat bot, mau trang. Cong thirc phan
tir ctia n6 duge xac dinh 1a CsaHgsNaO2sS vai su xuat hién peak ion gia phan tir [M -
Na]~ tai m/z 1213,49521 trén phé HR-ESI-MS (Hinh 69) ciing nhu peak ion [M +
Na]* tai m/z 1259 trén phd ESI-MS. Ph6 *H NMR caa HE1 xuat hién céc tin hiéu dic
trung ctia bon proton anome [ou 4,62 (H-1'), 5,01 (H-1"), 4,88 (H-1") va 5,25 (H-
1"), mdi tin hiéu 1H, d, J = 7,5 hoic 8,0 Hz], c6 twong tic HSQC v&i cac carbon
tuong tng [oc 105,0 (C-1' va C-1"), 104,4 (C-1") va 105,1 (C-1""], chung minh sy
cd mat caa bon gdc duong. Phan tich chi tiét cac tuong tac trén phd 2D HSQC,
HMBC, 'H-'H COSY, 1D va 2D TOCSY (Hinh 72-77) cho phép gan chinh xac cac

s6 liéu phd tH va 13C NMR cua ca bén goc duong dugc tom tit & ¢ Bang 24.
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Hinh 72. Phé HSQC cua HEL.

Cac sd liéu nay twong ty nhu cac sb liéu caa holothurin A, [130] va
marmoroside C [131] cho phép du doan chudi duong la 3-O-methyl--D-
glucopyranosyl-(1—3)-f-D-glucopyranosyl-(1—4)--D-quinovopyranosyl-(1—2)-
4-0-sodium sulfate--D-xylopyranoside, mot chudi duong rat pho bién o cac loi hai
sam thudc gidng Holothuria [132]. Cac twong taic HMBC caa H-1" véi C-3", H-1"
VGi C-4" va H-1" vai C-2' cho phép xac dinh trinh tu lién két cua cac gc duong.
Ngoai ra, cac s liéu phd *H va 3C NMR phan aglycone cua HE1 ciing twong ty nhu
c4c s6 liéu cua holothurin Az [130] ngoai trir cac thay ddi do dich chuyén hda hoc
lién quan dén phan mach nhanh vai su xuét hién cia mot nhom methylene [dc 41,3
(C-22)/0n 2,64 (2H, m, H-22)], mot lién két doi dang trans bi thé hai vi tri [oc 124,4
(C-23)/64 5,95 (1H, ddd, J = 6,5, 9,0, 15,5 Hz, H-23) va dc 139,1 (C-24)/6,01 (LH,
d, J = 15,5 Hz, H-24)], mét carbon bac bén mang oxy [dc 81,1 (C-25)] va hai nhém
tert-methyl [dc 24,8 (C-26 va C-27)/6n 1,49 (Hs-26) va 1,50 (Hs-27), mdi tin hiéu
3H, s] & HEL. Tin hiéu 3C NMR tai vi tri C-25 bi dich chuyén rat manh vé phia ving
truong thap (dc 81,1) khi so véi tin hiéu trong tng cua leucospilotaside A (5c 69,0)
[121] va holothurin Bs (dc 69,5) [133], ching minh cho sy ¢ mat cua nhdm
hydroperoxy tai C-25 [134]. Cac twong tac 2D COSY cua H-22/H-23/H-24 cung vaéi
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Hinh 74. Ph6 1D TOCSY cua HEL.
cac twong tic HMBC cua Hz-21 vai C-17, C-20 va C-22; H3-26 va Hz-27 véi C-24
va C-25 xac nhan chinh xac cau tric mach nhanh caa HEL. Vi tri lién két caa chudi
duong tai C-3 cua aglycone duoc ching minh bang tuong tac xa HMBC cua on 4,62
(1H, d, J = 7,5 Hz, H-1") véi 6c 88,4 (C-3).
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Hinh 75. Pho COSY cua HEL.
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Hinh 76. Ph6 2D TOCSY cua HE1

Ppm
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Hinh 77. Phd ROESY cua HE1

Hinh 78. Cac tuong tac COSY (=), HMBC (/\) va ROESY (¥ V) chinh ciia HE1
Cau hinh twong dbi c4c trung tam bat dbi cua phan aglycone trong HE1 duoc
chang minh dya vao cac tuong tac trén phd thuc nghiém 2D ROESY (Hinh 77-78).
Tuong tac gitra H-3 v&i H-5 va Hs-31 va H-1' xac nhan cau hinh a & C-3. Ngoai ra,
cac tuong tac gitra Hs-19 v&i Ha-30 cho phép phan dinh rd rang cting phia va cau hinh
/5 cua cac nhdm tert-methyl tai C-19 va C-30.
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Bang 24. Sé liéu pho NMR cua HE1 va hop chat tham khao.

Vi tri 3¢ [131] oche on™? dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone

1 36,5 36,1 1,30 m/1,71 m

2 27,2 26,7 1,80 m/1,99 m

3 88,8 88,4 3,04 dd (4,0, 11,5)

4 40,1 39,7 -

5 52,8 52,4 0,90 br d (11,0)

6 21,3 20,9 1,45 m/1,66 m

7 28,5 28,1 1,43 m/1,70 m

8 41,0 40,6 3,27 dd (5,5, 12,0)

9 154,4 153,8 -

10 39,9 39,4 -

11 1154 115,2 5,57 br d (5,0)

12 71,0 71,0 4,91d (5,0) 18

13 58,7 58,4 -

14 46,4 46,1 -

15 36,9 36,4 1,33 m/1,78 m

16 39,2 35,6 2,28 m/2,64 m

17 87,5 89,0 -

18 173,7 174,6 -

19 22,7 22,3 1,28's 1,5,9,10
20 92,4 86,5 -

21 21,5 23,0 1,69 17, 20, 22
22 208,0 41,3 2,64 m

23 34,1 1244 5,95 ddd (6,5, 9,0, 15,5)

24 34,7 139,1 6,01d (15,5)

25 81,4 81,1 -

26 26,2 24,9 1,49s 24, 25, 27
27 26,1 24,8 150s 24, 25, 26
30 16,9 16,5 0,98 3,4,531
31 28,2 27,8 1,19 3,4,5,30
32 20,0 19,8 1,57s 8,13, 14,15

Sulfo-Xyl

1 105,4 105,0 4,62 d (7,5) 3

2' 83,5 82,6 4,00 dd (7,5, 9,0)

3 75,4 75,4 4,281(9,0)

4 76,5 75,9 510 m

5 64,4 64,2 3,71dd (11,0, 11,5)

4,77 dd (5,0, 11,5)

Qui

1" 105,6 105,0 5,01d (8,0) 2'

2" 75,6 75,9 3,94 dd (8,0, 9,0)

3" 75,9 75,2 4,021(9,0)

4" 86,8 86,7 3,591 (9,0)

5" 72,1 71,4 3,67 dd (9,0, 6,0)

6" 18,2 17,9 1,64 d (6,0) 4", 5"
Glc

1" 105,0 104,4 4,88 d (8,0) 4"
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Vi tri 3¢ [131] oche on*% dang peak (J = Hz) HMBC
2 742 73.6 3,97 dd (8.0, 9,0)
3™ 88,1 87,3 4,211(9,0)
4" 69,6 69,5 3,93*
5" 77,8 77,6 3,94*
6" 61,9 61,8 4,08 dd (5,5, 12,0)
4,41 brd (12,0)
OMe-Glc
m 106,0 105,1 5,25 d (8,0) 3™
o 75,1 748 3,92 dd (8,0, 9,0)
3™ 88,1 87,5 3,67 1(9,0)
4 70,7 70,4 3,98 (9,0)
5" 78,4 78,0 3,94 m
6" 62,2 61, 4,14 dd (5,5, 12,0)
4,43 dd (2,0, 12,0)
OMe 61,0 60,7 3,81s 3™

35¢ cuia marmoroside C [131], °do trong dung moi pyridine-ds, ©125 MHz va 500 MHz. *Tin hiéu bj

chong lap.

Nhu vay, cau trdc héa hoc caa hop chat HE1 duogc xac dinh la 34-O-[3-O-
methyl-f-D-glucopyranosyl-(1—3)-4-D-glucopyranosyl-(1—4)-4-D-quinovopyran-

osyl-(1—2)-4-O-sodiumsulfate-5-D-xylopyranosyl]-25-hydroperoxyholost-9(11),

23E-diene-12a,17a-diol. Pay 1a mot hop chit méi va duoc dit tén 1a holothurin As

(Hinh 68). Su xuat hién cia nhém -OOH kha hiém gip trong ty nhién va tinh dén

hién tai day 1a truong hop dau tién phat hién duoc sy xuat hién cua nhom thé nay

trong céc hop chat saponin tir cac loai hai sam.

4.2.2. Hop chit HE2: Holothurin A

Hinh 79. C4u tric hoéa hoc cua HE2.

Hop chat HE2 (chat dang bot, mau trang) duoc tinh ché boi sir dung céc
phuong phap sic ky két hop. Kiém tra cac ph6 1D va 2D NMR cua HE2 (Hinh S67-
S71 trong phan Phu luc) cho thiy céc tin hiéu cong huéng caa chudi duong tir C-1

dén C-23 triing vai céc tin hiéu caa chudi dudng trong HE1 va c4c tin hiéu dic trung
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cho hai nhém oxymethine [énc 3,05 (1H, dd, J = 3,5 11,5 Hz, H-3)/88,4 (C-3) va
4,95 (1H, d, J = 5,0 Hz, H-12)/71,1 (C-12)]. Tin hiéu proton cua mot nhom
oxymethine tai C-12 dua trén twrong quan véi phd HSQC tai 5w 4,95 (1H, d, J = 5,0
Hz, H-12), goi y cau hinh « ctia nhdm hydroxy. Sy tuong dong tir C-1 dén C-21 trong
phan aglycone cua HE2 va HE1, ngoai trir c6 su khac nhau l6n ¢ cac tin hiéu cua
phan mach nhanh (tir vi tri C-22 dén C-27). So sanh s6 liéu phd 3C NMR cua HE?2
Vvéi cac sb lidu twong ung da dugc cong bd (Bang 25), két hop phan tich chi tiét cac
tuong tac trén phd 2D COSY, HMBC chang minh hop chéat nay 1a holothurin A,
[130].
Bang 25. Sé liéu pho NMR caa HE2 va hop chit tham khao.

Vi tri 3¢ [130] oche on"? dang peak (J = Hz) HMBC

Aglycone

1 36,6 36,2 1,33 m/1,74 m

2 27,1 26,8 1,82 m/2,00 m

3 88,6 88,4 3,05dd (3,5 11,5)

4 40,0 39,5 -

5 52,7 52,4 0,92 d (10,0)

6 21,2 21,0 1,46 m/1,67 m

7 28,0 28,1 1,47 m/1,73 m

8 40,0 40,7 3,30 m

9 153,9 153,8 -

10 39,7 39,8 -

11 115,5 115,4 5,59 br d (4,5)

12 71,5 71,1 4,95d (5,0) 18

13 58,6 58,5 -

14 46,4 46,2 -

15 38,9 36,5 1,36 m/1,82 m

16 36,0 35,6 2,30 m/2,62 dd (10,0, 14,5)

17 89,3 89,0 -

18 174,8 174,8 -

19 22,5 22,4 1,30 s 1,5,9,10

20 87,2 87,1 -

21 23,0 22,8 1,71s 17, 20, 22

22 36,6 38,7 1,80 m

23 22,2 22,1 1,45 m/1,56 m

24 39,7 39,5 1,10 dd (7,5, 15,0)

25 28,0 27,8 1,43 m

26 22,6 22,5 0,80d (6,5) 24, 25, 27

27 22,6 22,6 0,81d (6,5) 24, 25, 26

30 16,7 16,5 1,00 s 3,4,5,31

w
e

28,0 27,8 1,18s 3,4,5,30
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Vi tri 2d¢ [130] dche on"" dang peak (J = Hz) HMBC
32 20,1 19,9 1,625 8,13, 14,15
Sulfo-Xyl
1 105,1 105,0 4,63d (7,5) 3
2' 83,0 82,8 3,98*
3 76,2 75,3 4,27t (9,0)
4 75,4 75,8 510 m
5' 63,9 64,1 3,70 dd (11,0, 11,5)
4,75 dd (5,0, 11,5)
Qui
1" 105,1 105,0 5,01d (7,5) 2'
2" 76,2 76,0 3,94*
3" 75,6 75,3 4,02*
4" 87,0 86,8 3,59t (9,0)
5" 71,7 71,6 3,67*
6" 18,1 18,0 1,66 d (6,0) 4" 5"
Glc
i 104,6 104,6 4,89d (7,5) 4"
2" 73,9 73,7 3,97*
3" 88,2 87,5 4,221 (9,0)
4" 69,9 69,5 3,95*
5" 71,7 77,6 3,96*
6™ 62,4 61,9 4,10 dd (5,5, 12,0)
4,42 br d (12,0)
OMe-Glc
1 105,4 105,2 5,26 d (8,0) 3"
2" 74,9 74,8 3,92*
3™ 87,7 87,6 3,66*
qm 70,8 70,5 4,00*
5 78,0 78,1 3,93*
6" 62,4 61,9 4,16 dd (5,5, 12,0)
4,44 dd (2,0, 12,0)
3""'-OMe 60,4 60,6 3,815 3™

35¢ cua holothurin Az [130], *do trong dung mai pyridine-ds, 125 MHz va 500 MHz. *Tin hiéu bj

chong ldp.

4.2.3. Hop chit HE3: Marmoroside C

Hop chat HE3 ciing duoc phan lap dudi dang chat bot, mau trang. Phan tich
cac pho 1D va 2D NMR cho thay phan tetracyclic triterpene caa HE3 (Hinh S72-S76
trong phan Phu luc) twong ty nhu cua HE1 va HE2, dic biét 1a d6 dich chuyén hoa

hoc caa carbon tir C-1 dén C-18. Tuy nhién, su khac biét cia c4c tin hiéu cong huong

NMR phan mach nhanh aglycone cua céu tric cia HE3 bao gom dc 207,8 (C-22),
81,2 (C-25), 170,4 (C=0) va 22,0 (-OAc). Nhirng théng tin quan sat ¢ trén goi y su
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Xuat hién caa mot nhém ketone tai C-22 va mot nhom acetyl tai C-25. Xac nhan cac
vi tri cia phan mach nhanh day du dya trén phan tich cac phé 2D NMR (COSY,
HSQC va HMBC). Cudi cuing, cin than so sanh sé liéu phé 1*C NMR cua HE3 véi
c4c so liéu twong g da dugc cong bd (Bang 26), két hop phan tich chi tiét cac twong
tac trén phd COSY, HMBC ching minh hop chét nay 1a marmoroside C [131] (Hinh
80).

HO
HO
HO HAG
0 3 0 </)
0 HO
OH OH OH —~ HMBC

Hinh 80. Cau tric hda hoc cua HE3 va céac twong tic COSY, HMBC chinh.
Bang 26. Sé liéu pho NMR cua HE3 va hop chat tham khao.

Vi tri 20c [131] oche 1> dang peak (J = Hz) HMBC

Aglycone

1 36,5 36,1 1,30 m/1,73 m

2 27,2 26,7 1,79 m/1,98 m

3 88,8 88,3 3,03 dd (4,0, 12,0)

4 40,1 39,7 -

5 52,8 52,3 0,98 d (10,5)

6 21,3 20,9 1,41 m/1,67 m

7 28,5 28,1 1,41 m/1,67 m

8 41,0 40,6 3,20m

9 154,4 153,9 -

10 39,9 39,5 -

11 1154 114,9 5,58 brd (5,0)

12 71,0 70,6 4,91 br d (5,0) 18

13 58,7 58,3 -

14 46,4 46,0 -

15 36,9 36,4 1,30 /1,73 m
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Vi tri 20c [131] oche o4 dang peak (J = Hz) HMBC
16 39,2 38,7 2,09 dd (9,5, 14,5)/2,40 m
17 87,5 87,0 -
18 173,7 173,5 -
19 22,7 22,3 1,26 s 1,5,9,10
20 92,4 92,1 -
21 21,5 21,1 1,86 17, 20, 22
22 208,0 207,8 -
23 34,1 33,6 3,02 m/2,98 m
24 34,7 34,2 2,25m
25 81,4 81,2 -
26 26,2 25,8 1,46 s 24,25, 27
27 26,1 25,7 1,44 s 24, 25, 26
30 28,2 27,8 1,16s 3,4,5,31
31 16,9 16,5 0,98s 3,4,5,30
32 20,0 19,6 155s 8, 13,14, 15
OAc
C=0 170,4 170,4 -
Me 22,4 22,0 1,94 s C=0
Sulfo-Xyl
1' 105,4 105,0 4,62d (7,5) 3
2' 83,5 82,7 3,98*
3 75,4 75,3 4,271 (9,0)
4 76,5 75,9 5,09 m
5' 64,4 64,1 4,76 dd (5,0, 11,5)
3,71dd (10,0, 11,5)
Qui
1" 105,6 105,0 5,00d (7,5) 2'
2" 75,6 75,9 4,94*
3" 75,9 75,2 4,021 (9,0)
4" 86,8 86,7 3,581 (9,0)
5" 72,1 71,5 3,65*
6" 18,2 17,9 1,65 d (6,0) 4" 5"
Glc
1 105,0 104,4 4,88 d (8,0) 4"
2" 74,2 73,6 3,97*
3" 88,1 87,4 4,201t (9,0)
4" 69,6 69,5 3,94*
5" 77,8 77,6 3,93*
6" 61,9 61,8 4,08 dd (5,0, 12,0)
4,40 br d (12,0)
OMe-Glc
i 106,0 105,1 5,24 d (8,0) 3"
2" 75,1 74,7 3,91*
3™ 88,1 87,5 3,66*
4™ 70,7 70,4 3,97*
5" 78,4 77,9 3,93*
6" 62,2 61,9 4,13 dd (6,0, 12,0)
4,42 dd (2,0, 12,0)
3""-OMe 61,0 60,6 3,80s 3"

35¢c cua marmoroside C [131], °do trong dung mdi pyridine-ds, 125 MHz va 9500 MHz. *Tin hiéu bj
chong ldp.
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4.2.4. Hop chit HE4: Moebioside A

Hinh 81. Cau tric héa hoc cua HE4.

Hop chat HE4 ciing duoc tinh ché dudi dang chat bot, mau trang. Trén cac
pho 1D va 2D NMR cia HE4 cho thay tin hiéu caa mot nhém ketone [dc 208,0 (C-
22)], mdt nhém carbonyl lactone [dc 173,5 (C-18)], mét lién két olefinic [dc 154,1
(C-9)/oc 115,0 (C-11)], bay nhom tert-methyl va mot doublet cia mdt nhdm
oxymethine goi ¥ phan aglycone caa HE4 c6 bo khung cau tric holostane triterpene
véi 9(11)-en-12-ol. Ngoai tin hiéu chinh caa phan holostane aglycone, tin hiéu cua
hai anome thudc hai goc duong [ou 4,64 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-1')/dc 104,8 (C-1') va
4,98 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1")/dc 105,2 (C-1")] ciing duoc quan sat trén cac pho NMR
cia HE4. Cau hinh 12a-OH dugc xac nhan boi twong tac on 4,87 (H2-12) véi 1,85
(Hs-21) trong pho 2D ROESY va hang s6 tuong tac Ju-124-11 = 5,5 Hz.

Cac tin hiéu NMR lién quan véi géc aglycone dugc sir dung céc phé thuc
nghiém 2D COSY, HMQC va HMBC (Bang 27). Nhitng dit liéu phd nay gan gidng
vé6i nhimg gi duoc quan sat thdy déi véi HE3, ngoai trir khdng con xuat hién céc tin
hiéu caa hai goc duong glucose. Cau hinh D-glycosidic cua hai gbc duong tham khao
cac glycoside thuong gap nhat trong cac loai hai sam. So sanh sé liéu phd 3C NMR
cua HE4 véi c4c s6 liéu tuong g da dugc céng bd (Bang 27), két hop phan tich chi
tiét cac tuong tac trén phd HMBC va COSY (Hinh S80-S81 trong phan Phu luc)
chang minh hop chat nay 1a moebioside A [135, 136] (Hinh 81).



Bang 27. Sé liéu pho NMR cua HE4 va hop chat tham khao.

Vi tri 20c [136] ocPe on>% dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,7 36,2 1,35 m/1,75 m
2 27,4 26,7 1,80 m/1,98 m
3 89,0 88,4 3,08 dd (4,5, 11,5)
4 40,4 39,8 -
5 53,0 52,6 0,92 brd (10,0)
6 21,4 20,9 1,44 m/1,65 m
7 28,7 28,1 1,44 m/1,69 m
8 41,2 40,8 3,19m
9 154,6 154,1 -
10 40,1 39,6 -
11 115,6 115,0 5,57 dd (1,5, 5,5)
12 71,3 70,8 4,87 dd (1,5, 5,5) 18
13 58,9 58,6 -
14 46,6 46,1 -
15 37,1 36,5 1,33 m/1,77 m 17
16 39,3 38,8 2,07 dd (10,0, 5,0)/2,38 m
17 92,6 87,2 -
18 173,9 173,5 -
19 22,9 22,3 1,24s 1,5,9,10
20 87,7 92,1 -
21 21,7 21,1 1,855 17, 20, 22
22 209,3 208,0 -
23 34,3 33,7 2,87 m/2,96 m
24 34,9 34,5 2,22 m
25 81,6 81,5 -
26 26,3 25,8 1,46s 24, 25, 27
27 26,2 25,8 1,47 s 24, 25, 26
30 28,3 27,9 1,14s 3,4,5,31
31 17,1 16,5 1,01s 3,4,5,30
32 17,1 19,5 152s 8,13, 14,15
OAc
C=0 170,6 170,5 -
Me 22,5 21,9 1,955 C=0
Sulfo-Xyl
1 105,7 104,8 4,64d (7,0) 3
2' 83,7 82,3 3,97*
3 76,0 75,1 4,241(9,0)
4 76,4 76,1 497 m
5 64,7 63,9 3,70 dd (9,5, 12,0)
4,64 dd (5,0, 12,0)
Qui
1" 106,3 105,2 4,98d (8,0) 2'
2" 77,3 76,4 3,84 dd (8,0, 9,0)
3" 78,1 77,1 3,96
4" 77,0 76,3 3,551(9,0)
5" 73,8 72,9 3,62m
6" 19,0 18,1 1,52 d (7,0) 4" 5"

35¢ cuia moebioside A [136], °do trong pyridine-ds, °125 MHz va 9500 MHz. *Tin hiéu bj chong lap.
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4.2.5. Hop chit HES: Leucospilotaside A

Hinh 82. Cau tric héa hoc cua HES.

Hop chat HE5 duoc tinh ché dudi dang chat bot, mau tring. Quan sét trén céac
phd 1D NMR va duoc hd tro bai cac phd 2D NMR cho thay HES5 ciing ¢6 ciu tric
dién hinh cua cac loai hai sam holotane diglycoside (Hinh S82-S86 trong phan Phu
luc). Cu thé, trén ph6 3C NMR va HSQC xuat hién tin hiéu cong huong cua 41 carbon
bao gom mot nhom ketone [dc 209,0 (C-22)], mot nhém carbonyl lactone [oc 173,5
(C-18)], mot lién két olefinic [dc 153,9 (C-9)/115,0 (C-11)], bay nhom tert-methyl va
mot doublet ciia mot nhom oxymethine.

Chi tiét phan tich cac phé NMR cua HES5 goi y c4c s6 liéu NMR cua HES va
HE4, twong tu nhau, dién hinh 1a ¢6 chuyén dich hda hoc ¢ cac vi tri C-1-C-24 va
C-30— C-32 va c6 cung khung cau tric phd bién 12a-hydroxy-9(11)-en holotane
diglycoside trong céc loai hai sam. Tuy nhién, sy khac nhau gitra hai hop chat trén
dugc quan sat lién quan dén mach nhanh cua phan aglycone HES [dc 68,7 (C-25),
29,3 (C-26) va 29,7 (C-27)] va HE4 [5c 81,5 (C-25), 25,8 (C-26) va 25,8 (C-27)]. Su
khac nhau rd nhat duoc quan sat boi cac tin hiéu cong huang trén pho 3C NMR tir vi
tri C-25 dén C-27 va nhom acetyl khong con xuat hién trong cau trdc cua HES. Nhitng
dir kién NMR dugc phan tich cho phép du doan cau trdc phan aglycone cua HE5
dang 9(11)-holostene-38,12a,25-triol. Su ving mat caa mot nhom acetyl lién két ¢ vi
tri C-25 trong cu tric cia HE5 dd duoc xac nhan trén co s¢ can than phan tich céc
phd 2D HMBC va COSY (Hinh S85-S86 trong phan Phuy luc). Két hop vai so séanh
s6 lidu phd 13C NMR cuia HE5 vai céc s6 liéu tuong tng da duoc cong bd (Bang 28)
va phan tich chi tiét cac twong tac trén phoé 2D COSY, HMBC va ROESY chiing
minh duoc cdu tric cua hop chat ndy da dugc bao cdo trude do va co tén la
leucospilotaside A [121] (Hinh 82).
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Bang 28. Sé liéu pho NMR cua HES5 va hop chat tham khao.

Vi tri a5c [121] ocPe on™Y dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone
1 36,5 36,1 1,30 m/1,70 m
2 27,0 26,7 1,81 m/1,98 m
3 88,7 88,4 3,05 dd (4,5, 12,0)
4 40,1 39,8 -
5 52,8 52,4 0,90 br d (10,5)
6 21,2 20,9 1,45 m/1,63 m
7 28,4 28,1 1,38 m/1,73 m
8 40,9 40,6 3,19 dd (5,5, 10,5)
9 154,3 153,9 -
10 39,8 39,5 -
11 115,3 115,0 5,56 br d (5,0)
12 71,1 70,6 4,90 br d (5,0) 18
13 58,7 58,3 -
14 46,3 46,0 -
15 36,8 36,5 1,28 m/1,69 m 17
16 37,6 38,7 2,12m/2,37 m
17 92,4 87,1 -
18 173,7 173,5 -
19 22,6 22,3 1,27 s 1,5,9,10
20 87,6 92,1 -
21 21,5 21,2 1,85s 17, 20, 22
22 209,2 209,0 -
23 34,8 34,5 3,14 m/3,18 m
24 39,5 37,2 2,04 m/2,12 m
25 69,0 68,7 -
26 30,0 29,3 1,36s 24,25, 27
27 29,7 29,7 1,37 s 24,25, 26
30 16,8 27,8 1,19s 3,4,5,31
31 28,2 16,5 1,04s 3,4,5,30
32 18,6 19,6 1,54's 8,13, 14, 15
Sulfo-Xyl
1 105,2 105,1 4,64 d (7,0) 3
2' 83,1 82,8 4,03 dd (7,0, 9,0)
3 75,5 75,3 4,291 (9,0)
4 76,9 75,9 5,12 m
5' 64,2 64,1 3,72.dd (9,5, 11,5)
4,76 dd (5,0, 11,5)
Qui
1" 105,8 105,6 5,06 d (8,0) 2'
2" 77,7 76,7 3,98 dd (8,0, 9,0)
3" 76,7 77,2 4,081 (9,0)
4" 76,1 76,4 3,65*
5" 73,4 73,1 3,67*
6" 19,9 18,4 1,58 d (6,0) 4" 5"

& cua leucospilotaside A [121], *do trong dung méi pyridine-ds, 125 MHz va “500 MHz. *Tin hiéu

bi chong lap.



4.2.6. Hop chit HE6: Holothurin A
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Hinh 83. Cau tric héa hoc cua HES.

Bang 29. Sé liéu pho NMR cua HE6 va hop chat tham khao.

Vitri %c [137] oche on™? dang peak (J = Hz) HMBC

Aglycone

1 36,4 36,6 1,30 m/1,78 m

2 27,1 26,7 1,80 m/1,98 m

3 88,8 88,5 3,08 dd (4,0, 11,5)

4 40,0 39,5 -

5 52,8 52,6 0,93 dd (2,0, 11,5)

6 21,2 21,0 1,46 m/1,66 m

7 28,4 28,1 1,45 m/1,75 m

8 41,0 40,8 3,25 m

9 153,8 153,8 -

10 39,7 39,8 -

11 115,6 115,3 5,57 dd (2,0, 5,5)

12 716 71,4 4,86 dd (1,5, 5,5) 18

13 58,9 58,9 -

14 45,9 458 -

15 36,9 36,3 1,38 m/1,76 m 17

16 35,6 35,3 2,30 m/2,89 dd (9,0, 15,0)

17 89,8 89,5 -

18 174.5 1745 -

19 22,5 22,3 1,27s 1,5,9, 10

20 86,7 86,7 -

21 18,9 18,7 1,67s 17, 20, 22

22 80,7 80,5 4,28

23 28,2 27,9 2,00 m

24 38,5 38,3 1,65 m

25 81,4 81,4 -

26 28,7 28,4 1,22s 24, 25, 27

27 27,5 27,2 1,185 24, 25, 26

30 16,7 16,5 0,99 s 3,4,5,31
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Vitri  %c [137] ocPe o1>9 dang peak (J = Hz) HMBC
31 28,1 28,0 1,16 s 3,4,5,30
32 20,3 19,9 1555 8,13, 14,15

Sulfo-Xyl
1 105,1 104,8 4,63d (7,0) 3
2' 83,3 82,4 3,94*
3 75,2 75,1 4,221 (9,0)
4 76,3 76,1 495m
5 64,1 63,9 3,69 dd (9,0, 12,0)/4,63*
Qui
1" 105,4 104,8 4,94 d (8,0) 2'
2" 75,3 75,8 3,83*
3" 75,9 75,3 3,94*
4" 86,5 86,5 3,521t (9,0)
5" 72,0 71,5 3,63*
6" 18,0 17,9 1,60 d (6,0) 4" 5"
Glc
1 104,7 104,2 4,82d (7,5)
2" 74,1 73,6 3,99*
3" 87,9 87,6 4,07*
4" 69,5 69,6 3,84*
5™ 77,5 77,4 3,84*
6™ 61,8 61,9 4,00*/4,28*
OMe-Glc
i 105,8 104,9 5,10 d (8,0)
2" 74,9 74,6 3,84*
3" 87,9 87,2 3,60*
4" 70,7 70,5 3,88*
5™ 78,2 77,8 3,84*
6" 62,2 62,0 4,04*/4,32*
3""-OMe 60,7 60,3 3,77 s

a5 cua holothurin A [137], °do trong pyridine-ds, ©125 MHz va 500 MHz. *Tin hiéu bj chong ldp.

Hop chat HE6 ciing duoc phan lap duéi dang bot, mau tring. Cac phéd NMR
cua HE6 chung minh day 1a mét triterpene saponin c6 chira bén goc dudng trong cau
trdc. Tham khao s6 liéu phd NMR ciia HE6 véi marmoroside C (HE3) nhan thay ca
hai hop chat nay c6 ciing chudi tetrasaccharide va khung holotane aglycone tuong
dong cao, tuy nhién cé sy khac nhau vé do dich chuyén hda hoc lién quan dén phan
mach nhanh (xuit hién ciu 22,25-epoxy). Cac tin hiéu *H va *C NMR cua phan
aglycone trong HE6 (Hinh S87-S88 trong phan Phu luc) dugc xac dinh dya vao cac
phd 2D NMR, nhitng thong tin nay goi y su xuat hién dang ciu trdc cua 22,25-epoxy-
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9(11)-holostene-34,12a,17a-triol. So sanh sb liéu phd 13C NMR cua HES5 véi cac sb
licu twong tmg da dugc cdng bd (Bang 29), két hop phan tich chi tiét cac tuong tac
trén ph6 2D HMBC va COSY (Hinh S90-S91 trong phan Phu luc) ching minh hop
chat nay 1a holothurin A [58, 73, 137]. Hop chét nay ciing duoc phét hién tir hai loai

hai sam H. impatiens va H. whitmaei.

4.2.7. Hop chdt HE7: Holothurin B

Hinh 84. Cau truc héa hoc cua HE7.

Hop chat HE7 dugc tim thiy dudi dang bot, mau tring. Cac phd 1D va 2D
NMR cua HE7 (Hinh S92-S95 trong phan Phu lyc) cho thay hop chat nay la mot
triterpene saponin c6 chuaa hai goc duong [dom 105,0 (C-1')/4,73 (1H, d, J = 7,5 Hz,
H-1") va 105,4 (C-1")/5,13 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1")]. Xem xét céc tin hiéu cong
huong trén phd 3C NMR va HSQC cho thay phan aglycone c6 sy tuong dong Véi
HESG lién quan dén mot cau 22,25-epoxy [dc 81,3 (C-25)/28,4 (C-26)], mot carbonyl
lactone [dc 174,5 (C-18)], mot lién két olefinic [oc 153,6 (C-9)/115,1 (C-11)], bay
nhom tert-methyl va mot doublet cua mot nhém oxymethine. R& rang cac sb liéu phd
NMR phan aglycone caa HE7 gan nhu tring khop véi HE6 (Bang 30). Sy khac biét
thé hién giira hai hop chat chi nam ¢ cac tin hiéu ving dudng véi sy mit di cac tin
hiéu cua hai goc duong glucose. Piéu nay cho phép du doan HE7 ¢ lién quan véi
holothurin B. So séanh s6 liéu ph6 3C NMR cua HE7 véi céc s liéu twong Gng da
dugc cong b 12 holothurin B [59, 73] cho thiy nhdm tac gia trudc d6 da co sy nham
lan viéc gan tin hiéu caa hai nhém tert-methyl tai vi tri C-19 va C-32 (Bang 30). Két
hop phan tich chi tiét cac twong tac trén phd HMBC cho phép khang dinh hop chat
nay 1a holothurin B [59, 73]. Hop chét nay ciing duoc phan tach tir mot sb loai hai

sam nhu H. impatiens, H. whitmaei va giéng Actinopyga va Pearsonothuria.
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Bang 30. Sé liu phd NMR cua HE7 va hop chat tham khao.

Vi tri 39c [138] ocP° on™? dang peak (J = Hz) HMBC
Aglycone

1 36,5 36,0 1,39 m/1,80 m

2 27,0 26,7 1,90 m/2,06 m

3 88,6 83,3 3,12m

4 40,0 39,7 -

5 52,8 52,3 0,98 m

6 21,3 20,9 1,53 m/1,74 m

7 28,3 27,8 1,55m/1,80 m

8 40,9 40,6 3,34 m

9 153,6 153,6 -

10 39,8 39,4 -

11 1154 1151 5,68 br d (4,0) 10,12, 13, 14
12 71,6 71,1 4,40 brs 10, 11, 18
13 58,9 58,5 -

14 46,0 455 -

15 36,8 36,5 1,40 m/1,86 m

16 35,6 35,1 2,42 m/2,98 m

17 89,6 89,3 -

18 174,1 1745 -

19 20,3 22,2 1,35s 1,5,9 10
20 86,5 86,6 -

21 19,0 18,7 1,76 s 17, 20, 22
22 80,7 80,3 4,35m 20,24
23 28,3 28,0 2,06 m

24 38,5 38,1 1,68 m

25 81,3 81,3 -

26 28,6 28,4 1,27 s 24,25, 27
27 27,4 27,1 1,23s 24,25, 26
30 16,7 16,4 1,09s 3,4,5,31
31 28,1 27,8 1,26 s 3,4,5,30
32 22,5 19,9 1,66 s 8,13, 14,15
Xyl

1 104,8 105,0 4,73d (7,5) 3

2' 83,0 82,5 4,12 dd (7,5, 9,0)

3 76,5 75,3 4,37*

4 74,7 75,9 518 m

5 63,8 64,0 3,82*/4,87*
Qui

1" 105,2 105,4 5,13d (7,5) 2'

2" 75,9 76,5 4,05 dd (7,5, 9,0)

3" 77,5 76,2 3,74*

4" 76,5 77,0 4,17*

5" 73,3 72,9 3,76 m

6" 18,4 18,2 1,65d (7,0) 4" 5"

35¢ cua holothurin B [138], °do trong pyridine-ds, ©125 MHz va “500 MHz.

*Tin hiéu chong lap.
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4.2.8. Hop chit HES: Leucospilotaside C

HO 1
Sulfo-Xyl OH

Hinh 85. Cau tric hda hoc cua HES.

Bang 31. Sé liéu pho NMR cua HES va hop chat tham khao.

Vi tri 3¢ [121] oche on”d dang peak (J = Hz) HMBC

Aglycone

1 36,5 36,6 1,34 m/1,78 m

2 27,1 26,8 1,83 m/2,07 m

3 88,6 88,3 3,17 dd (4,0, 11,5)

4 40,0 39,5 -

5 52,8 52,4 0,95m

6 21,3 20,9 1,44 m/1,63 m

7 28,4 28,1 1,44 m/1,70 m

8 41,0 40,7 3,26 m

9 153,9 153,7 -

10 39,8 39,7 -

11 115,8 115,3 5,60 br d (4,0)

12 71,7 71,2 4,92 d (5,0) 18

13 58,9 58,6 -

14 46,0 457 -

15 37,0 36,2 1,38 m/1,75 m 17

16 35,7 35,3 2,36 m/2,93 dd (4,0, 15,0)

17 89,9 89,4 -

18 174,7 1745 -

19 22,6 22,3 1,26 s 1,5,9 10

20 86,8 86,6 -

21 19,0 18,7 1,71s 17, 20, 22

22 80,8 80,5 4,29*

23 28,3 27,9 1,99 m

24 38,6 38,2 1,59 m

25 81,5 81,3 -

26 27,1 28,0 1,225 24, 25, 27

27 28,8 27,2 1,155 24, 25, 26

30 16,9 16,8 0,96 s 3,4,5,31

31 28,3 28,5 1,18s 3,4,5,30

32 20,5 20,1 1,61s 8,13, 14, 15
Sulfo-Xyl

1 107,3 106,9 4,69d (8,0) 3
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2" 77,0 75,1 4,00 dd (8,0, 9,0)
3 76,8 76,3 4,29*

4 76,4 76,3 5,20 m

5 65,0 64,7 3,78 dd (10,5, 11,0)

4,81 dd (5,0, 11,0)
3¢ cua leucospilotaside A [121], °do trong dung mi pyridine-ds, ©125 MHz va 500 MHz. *Tin hiéu
bi chong lap.

Cac s6 liéu pho NMR cua hop chat HES tuwong tu nhu cac phd cua HE7, ngoai
trir sy Xuat hién duy nhat mot tin hiéu proton anome tai on 4,69 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H-1") c6 tuwong tac HSQC véi carbon anome tuong tng tai oc 106,9 (C-1') 6 HE7
chting minh cho su ¢6 mat duy nhat mot goc duong. So sénh sé liéu phd 1*C NMR
cua HE8 véi cac s6 liéu tuong g da dugc céng bo (Bang 31), két hop phan tich chi
tiét cac twong tac trén phoé 2D HMBC va COSY (Hinh S96-S100 trong phan Phu luc)
cho phép khang dinh hop chét nay la leucospilotaside C [139].

31 30

Holothurin A5 (HE1#): A2, R' =S1,R2=H,, R*=00H  Moebioside A (HE4): R' = S2, R? = OAc
Holothurin A, (HE2): R' =S1,R>=H,, R3’=H Leucospilotaside A (HE5): R' = S2, R = OH
Marmoroside C (HE3): R! =S1, R? =0, R® = 0Ac

O \
Holothurin A (HE6): R = S1 HsC S“‘(;"'Xyl 5 NaOssom
Holothurin B (HE7): R = S2 H%m/ St
Leucospilotaside C (HES): R = S3 QUWOH  §2 S3

Hinh 86. Cau trdc hoa hoc cac hop chat phan 1ap tir loai Holothuria edulis.

Cac hop chat phan 1ap duoc tir Ioai hai sim Holothuria edulis thugc khung cu
tric holostane triterpene glycoside déu c6 nhdm 18(20)-lactone va c6 lién két olefinic
A% trong phan aglycone (Hinh 86). Chudi duong cua ching c6 tir mot dén bon
monosaccharide bao gdm D-xylose, D-quinovose, D-glucose va methyl-glucose, trong
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d6 c6 ca goc duong da bi sulfate hoa. Két qua phan lap va xac dinh cau trdc hop chat
méi (HE1) cung cap thong tin lién quan dén su da dang caa qua trinh chuyén déi sinh
hoa bén phan mach nhéanh va trong chudi glycoside tir cac loai hai sdm thudc gidng
Holothuria. Ngoai ra, cac két qua cho thiy c6 sy twong dong cao véi cac nghién ciu
cong bé trude dé lién quan dén I6p Holothuroidea noi riéng va céc loai hai sam noi
chung. Déi vai cac holostane triterpene glycoside c6 lién két olefinic A%, su hién
dién cua 18(20)-lactone va mot nhdm oxy gan véi lién két doi cung véi nhém 17-OH
cd vai tro rat quan trong nhu tac nhan trung gian cho hoat tinh sinh hoc.

4.3. Thao luan danh gia hoat tinh sinh hgc cua cac hgp chit phan lap duge
4.3.1. Hoat tinh gdy déc té bao ung thw (TBUT)

Phép thtr hoat tinh gdy doc té bao thuc chat 1a dé danh gia ty 16 té bao sdng/chét
cua té bao sau khi dwgc cho tac dung véi cac mau thir nghiém. Pay 1a phép thir dau
tién va co ban nhat trong nghién ctu, sang loc cac hop chét thién nhién nhiam phat
trién cac loai thudc hodc cac san pham hd trg diéu trj ung thu. Két qua danh gia hoat
tinh doc té bao trén cac dong té bao ung thu 1a LNCaP, MCF7, KB, HepG2 va SK-
Mel-2 cua tat ca cac hop chat da dugc phan 1ap tir hai loai hai sam Stichopus horrens
va Holothuria edulis dugc tom tit & Bang 32.

Két qua hai hop chat stichloroside B: (SH12) va deacetylstichloroside Ci
(SH17) tir loai hai sdm S. horrens c6 hoat tinh doc té bao rat manh trén tat ca nim
dong té bao ung thu néu trén véi gié tri I1Cso tir 0,10 dén 0,34 UM, manh hon ca chat
d6i chimg duong ellipticine véi gid tri ICso tir 1,34 dén 1,95 pM. Céac hop chat SH4,
SH5, SH7, SH10, SH13-SH16, HE2, HE6 va HE7 cling thé hién hoat tinh manh
trén nam dong té bao ung thu di néu trén Vi Vai gid tri 1Cso tix 0,75 dén 3,66 uM. Ba
hop chat SH3, SH9 va SH11 c6 hoat tinh tét véi gié tri ICso tir 5,28 dén 11,62 UM,
trong khi cac hop chat SH1, SH2, SH8, HE1, HE3 va HE4 c6 hoat tinh trung binh
hoic yéu véi ICso tir 33,48 dén 82,75 uM. Hop chat HES chi c6 hoat tinh rat yéu trén
ba dong té bao ung thu 1a MCF7 (ICso = 91,47 + 3,30 uM), KB (ICso = 91,27 + 5,41
M) va HepG2 (ICso = 93,56 + 4,95 uM) con cac hop chat HES khong thé hién hoat
tinh (ICso > 100 pM) trén tat ca nam dong té bao ung thu duoc thir nghiém. Xem xét
cau triic hoa hoc cua cac hop chat saponin da phan 1ap duogc cho thay, su ¢6 mat cua
nhom -OAc hoac -OH tai vj tri C-25 ¢6 thé 1am suy giam dang ké hoat tinh gay doc
té bao cua cua cac hop chat nay trén cac dong té bao ung thu dugc thir nghiém.
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Bang 32. Gia tri ICsp ctia C4c chat triterpene saponin trén nam dong té bao.

Gi4 tri 1Cso (UM) trén niam dong té bao

Hop chat
LNCaP MCF7 KB HepG2 SK-Mel-2

SH1 5156+4,19 | 41,86+4,21 | 33,48 +2,20 | 37,93+4,55 | 43,53+ 1,66
SH2 51,47 +£1,45 | 59,52 £4,58 | 45,44 £2,00 | 55,28 £4,75 | 67,15+ 4,70
SH3 10,06 £0,47 | 7,25+0,78 | 11,00+0,20 | 7,03+0,88 | 10,82+ 0,72
SH4 3,13+040 | 211+0,27 | 236+0,36 | 1,92+0,61 | 2,27+£0,22
SH5 3,02+0,33 | 2,12+0,30 | 2,82+£0,29 | 297+0,37 | 2,70+£0,23
SH6 760+£0,30 | 6,36x0,22 | 886+0,24 | 528+0,25 | 577+0,48
SH7 2,710£0,28 | 208+x0,44 | 3,11+£0,32 | 2,04+£0,73 | 2,21+£0,19
SH8 59,31£4,77 | 52,24 £ 2,96 | 48,42 £5,22 | 53,75 +£5,08 | 41,94 + 1,74
SH9 9,35+0,23 | 895+0,49 | 7,48+£0,22 | 6,87+£0,25 | 10,59+0,44
SH10 190+0,13 | 156+0,23 | 0,95+0,08 | 1,33+£0,10 | 1,14+0,11
SH11 1162+1,05|11,45+0,30 | 10,72+0,18 | 8,45+0,23 | 10,25+ 0,61
SH12 0,18+0,02 | 0,13+£0,01 | 0,214+0,02 | 0,0£0,01 | 0,14+0,02
SH13 140+0,21 | 0,85+0,23 | 1,36+0,18 | 0,96+0,16 | 1,31+0,19
SH14 145+0,16 | 1,08+0,04 | 151+0,22 | 1,16+0,06 | 1,38+0,08
SH15 1,24+0,08 | 1,04+0,14 | 1,22+0,14 | 1,20+0,13 | 0,85+0,10
SH16 132+0,18 | 1,12+0,08 | 1,63+0,20 | 1,18+0,11 | 1,25+0,05
SH17 0,27+0,01 | 0,24+£0,04 | 0,29+£0,04 | 0,34£0,04 | 0,26 £0,06
HE1l 66,22 £6,32 | 49,08 £6,44 | 46,65+ 2,28 | 57,53 £ 6,27 | 63,53 + 3,49
HE?2 09=+0,09 | 081£0,07 | 0,75£0,09 | 0,76 £0,06 | 0,84 £0,05
HE3 82,75+391 | 76,45+6,29 | 67,31 +6,93 | 75,76 £ 7,60 | 68,55 + 3,18
HE4 57,61+£554 | 55,99 £6,43 | 64,72+ 4,94 | 59,59 + 3,38 | 61,65 + 5,67
HES >100 91,47 £3,30 | 91,27 £5,41 | 93,56 £4,95 >100
HEG6 1,30+0,18 | 229+047 | 1,79+0,33 | 2,03+£0,49 | 249+0,21
HE7 2,74+029 | 335x047 | 2,75+0,31 | 2,63+0,28 | 3,66 0,41
HES8 >100 >100 >100 >100 >100

Elipticine? | 1,95+0,20 | 1,34+0,16 | 1,79+0,28 | 1,38+0,28 | 1,91+0,20

Chdt doi chitng dirong.
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4.3.2. Kha nang diét té bao ung thw ciia deacetylstichloroside C1 (SH17) theo co
ché hoat djng trén cdc dich sinh hoc
4.3.2.1. Tac dong cua hop chdt SH17 d@én chu ky té bao ung thir vii ngwoi MCF7
Chu ky té bao la qua trinh phuc tap lién quan dén su ting trudng va phét trién
cua té bao, sy diéu hoa sira chita ciia cac DNA bi ton thuong, sy ting trudng cua cac
md bat thudng do ton thuong va bénh Iy nhu ung thu. Chu ky té bao dugc chia lam 4
pha: pha Gi, pha S, pha Gz va pha M. O pha Gg, té bao chuan bi cho quéa trinh sao
chép ADN ¢ pha S. Pha G 1a giai doan té bao chuan bi cho qua trinh nguyén phan ¢
pha M, té bao me ban dau phan chia thanh hai té bao con. Dé dam bao cac ADN bi
sai hong hay thiéu sot khong dugc truyén lai cho cac té bao con chau, mot sé diém
kiém soat (checkpoint) ludn ton tai trong chu ky té bao. Néu cac diém kiém soat nay
phat hién co sy bat thuong, thi mot hé thong cac phan tir truyén thong tin (signal
transduction) s& diéu khién té bao nging phan chia ngay. Ching con cé thé giup cho
té bao xac dinh duogc co thé sta chira duoc ton thuong hay khong hay 1a s& khoi dong

qua trinh ty chét cua té bao (apoptosis).
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Hinh 87. T4c dong cua hop chat SH17 dén chu ky té bao MCF7.
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Bang 33. Ti 1& (%) té bao MCF7 trong pha Go/G1, S, G2/M va apoptosis (sub-Gi)
sau 48 gid cam ¢ng véi hop chat SH17 ¢ nong d6 0,1, 0,3 va 1,0 uM.

< T¢é bao & cac pha cia chu trinh phan bao (%)
Mau Go/G1 S G2/M sub-Gi
Control 40,33 34,96 15,86 1,23
SH17_0,1 uM 37,29 31,18 14,82 2,86
SH17_0,3 uM 35,84 30,64 16,09 3,79
SH17 1,0 uM 32,52 24,82 18,05 16,88

Phan tich té bao cho thay, ti 1¢ té bao ting 1én & giai doan sub-G: lan luot 1a
2,86, 3,79 va 16,88% (Hinh 87 va Bang 33) khi duoc xit Iy véi SH17 ¢ néng do 0,1,
0,3 va 1,0 pM. DBéng thoi, phan tram té bao & pha Go/G1 va pha S giam dan theo su
tang nong do cia SH17. Chung to SH17 bét gitr té bao o giai doan sub-G; theo nong
d6. Piéu nay cho thay, hop chat SH17 tac dong dén chu ky té bao & pha sub-Gi.

4.3.2.2. Tac d@éng cia hep chdt SH17 18n qua trinh ty chét cua té bao ung thir Vi
nguol MCF7

Apoptosis 1a qua trinh té bao tu chét theo chuong trinh. Khi té bao trai qua qua
trinh apoptosis, dic diém hinh théai cua té bao sé bi thay d6i: té bao bj co rit lai, nhan
té bao bi phan chia thanh tirng manh nho, cac chat nhiém sic bi co dic téi da, tro
thanh mot khéi dinh vao 16p mang bao quanh nhan. Té bao chét rung phan r thanh
c4c cau tric goi 12 tiéu thé chét rung va céc tiéu thé nay sé bi cac thuc bao xung quanh
tiéu hoa trude khi cac thanh phan noi bao c6 thé tran ra ngoai va gay hu hai cho cac
té bao xung quanh. C6 hai con duong din dén qua trinh apoptosis: con dudng ngoai
sinh (extrinsic pathway) va con duong ndi sinh (intrinsic pathway). Con duong ngoai
sinh duoc khoi dong bai cac yéu t kich thich ngoai bao, kich dong su gin két cua
c4c thu thé chét xuyén mang. Con dudng noi sinh théng qua ti thé dé giai phong cac
t4c nhan tién apoptosis nhu cytochrome ¢ dan dén qua trinh apoptosis.

Két qua cho thay té bao sau khi xir Iy véi SH17 & nong do 1,0 pM di chuyén
sang giai doan apoptosis vai ti 1¢ 1a 36,08%. Trong khi dé, phan traim cac té bao tu
chét & mau control chi 1a 3,47% (Hinh 88). Diéu nay cho thdy SH17 di gy ra su tu
chét té bao MCF7.
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Hinh 88. Tac dong cua SH17 1&n qué trinh tu chét cua té bao MCF7.
4.3.2.3. Tdc déng cua hop chat SH17 18n sy thay doi hinh thai té bao MCF7

Control

CLV4_0.1pM CLV4_03uM CLV4 1uM
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Hinh 89. T4c dong caa hop chat SH17 ¢ nong d6 0,1, 0,3 va 1,0 uM 1én hinh thai té
bao ung thu v nguoi MCF7.
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Viéc hop chét gay ra qua trinh apoptosis trén té bao MCF7 duoc xac nhan trén
su thay d6i hinh théi té bao MCF7 sau khi xt Iy véi hop chat SH17 & nong d6 0,1,
0,3 va 1,0 pM. C6 thé thiy rd mat d6 té bao giam dan theo su gia ting nong do cua
hop chit nay. Bac biét, cac chat nhiém sic co dic toi da trd thanh mot khéi dinh vao

I6p mang bao quanh nhan té bao ¢ nong d6 1,0 pM (Hinh 89).
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KET LUAN VA KIEN NGHI

1. Két luan
% V@ nghién citu thanh phan hda hoc:

Str dung két hop cac phuong phép sic ky da phan lap duoc 17 hop chat
triterpene glycoside tir loai hai sdm Stichopus horrens va 08 hop chat triterpene
glycoside tur loai hai sam Holothuria edulis.

Ap dung cac phuong phap phd hién dai nhu phd cong hudng tir hat nhan (mot
chiéu va hai chiéu NMR) va phd khéi lwong phan giai cao da chang minh duoc cu
trdc hoa hoc cua 25 hop chat triterpene glycoside thu duoc. Trong d6:

1. Tur lodi hai sdm S. horrens: nim hop chat méi duoc dit tén 12 stichorrenoside
A-E (SH1-SH4 va SH9), ciing véi bon hop chat phan Iap 1an dau tién tir thién nhién
bao gom: 3p-O-[B-D-xylopyranosyl-(1—2)-A-D-xylopyranosyl]-23S-acetoxyholost-
7-ene (SH7), 34-O-[5-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D-xylopyranosyl]-23S-hydroxyho-
-lost-7-ene (SHB8), deacetyl thelenotoside B (SH11) va deacetyltichloroside Ci
(SH17).

2. Tir lodi hai sam H. edulis: mot hop chat mai duoc dit tén 1a holothurin As
(HEL).

% V& nghién ciru hoat tinh sinh hec

1. Pa danh gia duoc hoat tinh gay doc té bao ung thu cia cac hop chat phan
lap duoc trén nim dong té bao ung thu ngudi 1a LNCaP, MCF7, KB, HepG2 va SK-
Mel-2. Két qua cho thay céc hop chat nay déu c6 hoat tinh trén tat ca nam dong té
bao ung thu duoc thir nghiém ngoai trir hop chat HES chi c6 hoat tinh trén ba dong
MCF7, KB va HepG2 va hop chat HES khong thé hién hoat tinh trén tat ca cac dong
té bao ung thu dugc thir nghiém. Trong d6 hai hop chat stichloroside B1 (SH12) va
deacetylstichloroside C1 (SH17) c6 hoat tinh gy doc rat manh trén tat ca nam dong
té bao ung thu néu trén Vai gid tri ICso tir 0,10 dén 0,34 pM, manh hon ca ellipticine
(ICso tir 1,34 dén 1,95 uM) chat dugc sir dung nhu déi chimg duong.

2. D danh gia kha niang diét té bao ung thu cua hop chét deacetylstichloroside
C1 (SH17) theo co ché hoat dong trén cac dich sinh hoc. Két qua cho thay hop chat
nay tac dong dén chu ky té bao ¢ pha sub-Gi va gay ra su tu chét té bao MCF7.
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2. Kién nghi

Tir cac két qua nghién ciu vé thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc cua
hai loai hai sam Stichopus horrens va Holothuria edulis tac gia nhan thay:

1. Hop chat stichloroside B1 (SH12) va deacetylstichloroside C1 (SH17) ¢
hoat tinh gay doc rat manh trén ca nam dong té bao ung thu duoc thir nghiém. Do d6
can ¢ nghién ctru sau hon vé co ché tac dong cua hai hop chat nay dé dinh hudng
ung dung.

2. Tiép tuc mo rong nghién ciu vé cac loai hai sam khac dé gop phan khang

dinh duoc gia tri duoc liéu ciia nguon hai sdm quy gia caa Viét Nam.

NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

1. Lan dau tién tr hai loai hai sam Stichopus horrens va Holothuria edulis
phan b & viing bién Viét Nam dugc tién hanh nghién ctu thanh cdng thanh phan hoa
hoc va hoat tinh gay doc té bao, danh gia dugc kha nang diét té bao ung thu cua hop
chat tiém ning theo co ché hoat dong trén cac dich sinh hoc.

2. i phan lap va xac dinh duoc ciu tric hda hoc cua sau hop chat méi trong
d6 tir loai hai sim S. horrens c6 nam hop chat méi 1a stichorrenoside A-E va bén hop
chat phan lap lan dau tién tir thién nhién 34-O-[4-D-xylopyranosyl-(1—2)-4-D-xylo-
-pyranosyl]-23S-acetoxyholost-7-ene, 34-O-[f-D-xylopyranosyl-(1—2)-5-D-xylopy-
-ranosyl]-23S-hydroxyholost-7-ene, deacetyl thelenotoside B, deacetyltichloroside
C1 va mot hop chat méi 12 holothurin As tir loai hai sim H. edulis.

3. Phan aglycone cua hai hop chat stichorrenoside A va B ¢6 chira nhém -OH
& Vi tri C-22 va cau truc 7,25-dien 1a aglycone c6 cau tric méi. Goc duong 4-O-
sodium sulfate-A-D-glucopyranose & hop chat stichorrenoside B va nhém -OOH tai
vi tri C-25 & hop chat dugc holothurin As tim thay lan dau tién & céc hop chat
triterpene glycoside tir hai sam tai thoi diém cong bd.

4. Lan dau tién danh gia kha ning diét té bao ung thu cia hop chat
deacetylstichloroside Ci theo co ché hoat dong trén cac dich sinh hoc. Két qua cho
thay hop chit nay tac dong dén chu ky té bao & pha sub-G1 va gay ra sy tu chét té bao
MCF7.
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PHU LUC 11. CAC PHO CUA HQP CHAT SH16
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PHU LUC 12. CAC PHO CUA HQP CHAT SH17
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Hinh S62. Pho 3C NMR ciia SH17.
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PHU LUC 15. CAC PHO CUA HOP CHAT HE4
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PHU LUC 16. CAC PHO CUA HQP CHAT HE5
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PHU LUC 17. CAC PHO CUA HQP CHAT HE6
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PHU LUC 18. CAC PHO CUA HQP CHAT HE7
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PHU LUC 19. CAC PHO CUA HOP CHAT HES8
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